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Jintan hitam (Nigella sativa L.) merupakan tanaman semusim dengan habitus terna 
dan bijinya sering digunakan sebagai obat tradisional yang semakin banyak diterapkan 
dalam dunia medis. Biji jintan hitam memiliki senyawa utama berupa thymoquinone dari 
golongan minyak atsiri (monoterpen). Tanaman jintan hitam merupakan tanaman subtropis 
dan belum banyak dibudidayakan di Indonesia. Kandungan senyawa thymoquinone hasil 
budidaya di Indonesia sangat rendah jika dibandingkan dengan di Negara-negara subtropis. 
Untuk memenuhi kebutuhan biji jintan hitam dalam negeri, Indonesia masih mengimpor 
dari berbagai negara seperti India, Mesir dan negara mediterania lainnya. Total impor 
jintan hitam oleh Indonesia meningkat dari tahun ke tahun. Kultur jaringan tumbuhan 
dapat digunakan sebagai teknik untuk senyawa bioaktif skala besar tanpa dipengaruhi 
kondisi lingkungan. Kultur suspensi sel merupakan salah satu teknik alternatif untuk 
meningkatkan produksi minyak jintan hitam. Elisitasi merupakan teknik yang mengacu 
pada fenomena alam dalam mekanisme pertahanan tumbuhan terhadap cekaman maupun 
patogen. Asam salisilat / salicylic acid (SA) dan metil jasmonat / methyl jasmonates (MJ) 
merupakan elisitor abiotik yang banyak digunakan untuk meningkatkan metabolit 
sekunder. Penambahan elisitor SA dan MJ pada media kultur suspensi sel jintan hitam 
diharapkan dapat meningkatkan senyawa minyak atsiri jintan hitam. 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2020 - April 2021 bertempat di 
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan, Kultur dan Mikroteknik, Jurusan Biologi, Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya dan analisis GC-MS 
dilakukan di laboratorium Kimia Universitas Muhammadiyah Malang. Tahapan kegiatan 
penelitian meliputi induksi dan multiplikasi kalus dari eksplan biji, inisiasi dan 
pemeliharaan kultur suspensi sel, elisitasi kultur suspensi dengan elisitor SA dan MJ serta 
analisis komponen dan kandungan minyak atsiri pada kultur suspensi sel jintan hitam 
dengan GC-MS. Induksi kalus dilakukan dengan mengkultur biji pada media perlakuan 
MS + NAA 1 mg/L dengan berbagai konsentrasi kinetin (0; 0,5; 1; 2 dan 3 mg/L) selama 
lima minggu. Respon pembentukan dan pertumbuhan kalus dievaluasi setelah lima minggu 
kultur. Kalus hasil perlakuan terbaik dimultiplikasi sebanyak dua kali subkultur unttuk 
mendapatkan kalus yang remah dan seragam. Kultur suspensi sel diinisiasi dan 
dimultiplikasi dengan mentransfer kalus pada media cair MS + NAA 1 mg/L + kinetin 2 
mg/L. Kultur suspensi sel diinkubasi dalam incubator-shaker dengan kecepatan 110 rpm di 
bawah kondisi gelap pada suhu 24±1
o
C. Kurva pertumbuhan kultur suspensi sel selama 14 
hari kultur sebagai dasar penentuan lama elisitasi. Evaluasi pertumbuhan kultur suspensi 
sel diamati yang diamati meliputi Settled Cell Volume (SCV), Packed Cell Volume (PCV), 
berat basah, berat kering, indeks pertumbuhan dan viabilitas sel. Komponen dan kadar 
senyawa minyak jintan hitam pada kultur suspensi sel hasil elisitasi dianalisis 
menggunakan metode GC-MS. 
Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian berupa Rancangan Acak Kelompok 
dengan dua faktor. Faktor pertama jenis elisitor (SA dan MJ) dan faktor kedua konsentrasi 
elisitor (0, 50, 100, 150 dan 200 µM). Total perlakuan sebanyak 10 perlakuan dengan 




Analysis of Variance untuk mengetahui adanya pengaruh elisitor (SA dan MJ) dan 
konsentrasi elisitor terhadap pertumbuhan kultur suspensi sel jintan hitam. Apabila 
terdapat perbedaan yang nyata dari faktor maka dilanjutkan menggunakan uji lanjut 
Duncan Multiple Range Test (α = 0,05) dan uji Independent sample T-test dengan 
kepercayaan 95%.  
Hasil induksi kalus biji jintan hitam menunjukkan konsentrasi kinetin dapat 
mempengaruhi pertumbuhan kalus jintan hitam secara signifikan terhadap waktu muncul 
kalus, persentase eksplan hidup, persentase eksplan membentuk kalus dan berat basah 
kalus. Media induksi kalus MS + NAA 1 mg/L + kinetin 2 mg/L manghasilkan 
pertumbuhan kalus optimal dengan rata-rata waktu muncul kalus 13 hari, persentase 
eksplan hidup dan persentase eksplan membentuk kalus mencapai 84% dan rata-rata berat 
basah kalus tiap eksplan sebesar 0,1699 gram. 
Subkultur kalus sebanyak dua kali pada media MS + NAA 1 mg/L + kinetin 2 mg/L 
menghasilkan kalus yang remah yang sangat sesuai untuk materi inisiasi kultur suspensi 
sel. Hasil pengkuran SCV pada kultur suspensi sel selama 14 hari diperoleh kurva 
pertumbuhan kultur suspensi sel yang meliputi fase lag (hari ke 0-2), fase eksponensial 
(hari ke 3-9) dan fase stasioner (hari ke 10-14). Pemberian elisitor SA dan MJ pada kultur 
suspensi sel selama 14 hari berpengaruh terhadap pertumbuhan kultur suspensi sel. Hasil 
ANOVA dua arah menunjukkan bahwa SCV, PCV, berat basah, berat kering dan indeks 
pertumbuhan kultur sel jintan hitam dipengaruhi secara nyata oleh konsentrasi elisitor 
tetapi tidak dipengaruhi oleh jenis elisitor dan interakri antara jenis elisitor dan konsentrasi 
elisitor. Sementara itu, viabilitas sel dipengaruhi oleh interaksi jenis dan konsentrasi 
elsitor. Pemberian elisitor pada media kultur suspensi sel menghambat SCV, PCV, berat 
basah, berat kering sel dan indeks pertumbuhan. Semakin tinggi konsentrasi elisitor SA 
dan MJ semakin besar penghambatan pertumbuhan kultur suspensi sel. Elisitor SA 
menyebabkan kematian sel lebih banyak dibandingkan elisitor MJ. 
Jumlah komponen minyak jintan hitam pada biji jintan hitam dan kultur suspensi sel 
kontrol masing-masing sebanyak 71 dan 70 komponen. Komponen minyak jintan hitam 
pada suspensi sel hasil elisitasi teridentifikasi 71-74 komponen. Kelimpahan senyawa 
utama minyak jintan hitam pada kultur suspensi sel lebih tinggi dibandingkan dengan pada 
biji, yaitu Thymoquinone (4,700 dan 4,722%), thymol (3,194 dan 3,209%), ρ-cymene 
(0,535 dan 0,537%), α-thujene (2,145 dan 2,154%) dan β-pinene (3,265 dan 3,280%). 
Kelimpahan komponen utama pada kultur suspensi sel dengan penambahan elisitor SA dan 
MJ sedikit lebih rendah dibandingkan dengan pada biji dan kultur supensi sel tanpa elsitasi. 
Kadar thymoquinone pada biji jintan hitam (1266,614 µg/g BB) lebih tinggi dibandingkan 
dengan kadar senyawa thymoquinone pada kultur suspensi kontrol (1173,799 µg/g BB). 
Elisitasi dengan SA dan MJ dengan konsentrasi 25-100 µM pada kultur suspensi sel dapat 
meningkatkan kadar senyawa thymoquinone dan 4 senyawa utama minyak jintan hitam 
yang lain (ρ-cymene, α-thujene, β-pinene dan thymol), jauh lebih tinggi dibandingkan 
dengan pada biji. Kadar thymoquinone pada kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan MJ 
berkisar 1777,858 µg/g BB dan 2253,248 µg/g BB, sedangkan hasil elisitasi dengan SA 
sebesar 1143,288 µg/g BB dan 1705,346 µg/g BB. Elisitasi dengan MJ pada kultur 
suspensi sel meningkatkan kadar senyawa utama minyak jintan hitam lebih tinggi 
dibandingkan SA. Elisitasi kultur suspensi sel dengan asam salisilat 100 µM mampu 
meningkatkan kadar senyawa utama jintan hitam sebesar 1,35 kali lipat dibandingkan dari 
biji, sedangkan MJ 100 µM mampu meningkatkan kadar senyawa utama jintan hitam 
sebesar 1,78 kali lipat dibandingkan dari biji. 
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Black cumin (Nigella sativa L.) is an annual plant with herb habitus and its seeds are 
often used as a traditional medicine that is increasing being applied in the medical world. 
Black cumin seeds have the main compound in the form of thymoquinone from the volatile 
oil (monoterpene) group. Black cumin is a subtropical plant and has not been widely 
cultivated in Indonesia. The content of thymoquinone compounds cultivated in Indonesia is 
very low when compared to subtropical countries. To meet the domestic demand for black 
cumin seeds, Indonesia still imports from various countries such as India, Egypt, and other 
Mediterranean countries. The total import of black cumin by Indonesia has increased from 
year to year. Plant tissue culture can be used as a technique for large-scale bioactive 
compounds without being influenced by environmental conditions. Cell suspension culture 
is an alternative technique to increase the production of black seed oil. Elicitation is a 
technique that refers to natural phenomena in plant defense mechanisms against stress and 
pathogens. Salicylic acid (SA) and methyl jasmonate (MJ) are abiotic elicitors that are 
widely used to increase secondary metabolites. The addition of SA and MJ elicitors to the 
culture media of black cumin cell suspension is expected to increase the compound of 
black cumin essential oil. 
This research was carried out in April 2020 - April 2021 at the Laboratory of Plant 
Physiology, Culture and Microtechnics, Department of Biology, Faculty of Mathematics 
and Natural Sciences, Universitas Brawijaya, and GC-MS analysis was carried out in the 
Chemistry laboratory of the University of Muhammadiyah Malang. The stages of research 
activities included callus induction and multiplication from seed explants, initiation and 
maintenance of cell suspension cultures, elicitation of suspension cultures with SA and MJ 
elicitors, and analysis of components and essential oil content in black cumin cell 
suspension cultures using GC-MS. Callus induction was carried out by culturing the seeds 
on MS + NAA 1 mg/L treatment media with various concentrations of kinetin (0; 0.5; 1; 2 
and 3 mg/L) for five weeks. Callus formation and growth responses were evaluated after 
five weeks of culture. Callus from the best treatment was multiplied twice in subcultures to 
get callus crumbs and uniform. Cell suspension cultures were initiated and multiplied by 
transferring callus on MS + NAA 1 mg/L liquid medium + kinetin 2 mg/L. Cell suspension 
cultures were incubated in an incubator-shaker at 110 rpm under dark conditions at 
24±1
o
C. Growth curve of cell suspension culture for 14 days of culture as the basis for 
determining elicitation time. Evaluation of the growth of the cell suspension culture 
observed including Settled Cell Volume (SCV), Packed Cell Volume (PCV), fresh weight, 
dry weight, growth index, and cell viability. The components and levels of black cumin oil 
compounds in elicited cell suspension cultures were analyzed using the GC-MS method. 
This study used a research design in the form of a randomized block design with two 
factors. The first factor is elicitor type (SA and MJ) and the second factor is elicitor 
concentration (0, 50, 100, 150, and 200 µM). The total treatment was 10 treatments with 
each treatment consisting of 10 replications. Quantitative data were analyzed using 
Analysis of Variance to determine the effect of elicitor (SA and MJ) and elicitor 




difference between the factors, then it is continued using the Duncan Multiple Range Test 
(α = 0.05) and the Independent sample T-test with 95% confidence. 
The results of callus induction of black cumin seeds showed that the concentration of 
kinetin could significantly affect the growth of callus black cumin on callus emergence 
time, percentage of live explants, percentage of explants forming callus, and callus fresh 
weight. Callus induction medium MS + NAA 1 mg/L + kinetin 2 mg/L, in optimal callus 
growth with an average callus appearance time of 13 days, the percentage of live explants 
and the percentage of explants forming callus reached 84%, and the average callus fresh 
weight of each explant of 0.1699 grams. 
Callus subculture 2 times in MS + NAA 1 mg/L + kinetin 2 mg/L media in callus 
crumbs which were very suitable for initiation of cell suspension culture. The results of 
measuring SCV in cell suspension culture for 14 days obtained a growth curve of cell 
suspension culture which includes the lag phase (days 0-2), exponential phase (days 3-9), 
and stationary phase (days 10-14) . Giving elicitor SA and MJ in cell suspension culture 
for 14 days affected the growth of cell suspension culture. Two-way ANOVA results 
showed that SCV, PCV, fresh weight, dry weight, and growth index of black cumin cell 
culture were significantly affected by elicitor concentration but not influenced by elicitor 
type and the interaction between elicitor type and elicitor concentration. Meanwhile, cell 
viability is influenced by the interaction of the type and concentration of the elicitor. 
Giving elicitor on cell suspension culture media inhibited SCV, PCV, fresh weight, cell dry 
weight, and growth index. The higher the elicitor concentration of SA and MJ, the greater 
the inhibition of growth of the cell suspension culture. The SA elicitor caused more cell 
death than the MJ elicitor. 
The number of black cumin oil components in black cumin seeds and control cell 
suspension culture was 71 and 70 components, respectively. The components of black 
cumin oil in the elicited cell suspension identified 71-74 components. The abundance of 
the main compounds of black cumin oil in cell suspension culture was higher than in seeds, 
namely Thymoquinone (4,700 and 4.722%), thymol (3,194 and 3,209%), β-pinene (3.265 
and 3.280%), α-thujene (2,145 and 2.154%) and ρ-cymene (0.535 and 0.537%). The 
abundance of the main components in cell suspension cultures with the addition of SA and 
MJ elicitors was slightly lower than in seeds and cell suspension cultures without 
excitation. The content of thymoquinone in black cumin seeds (1266,614 µg/g FW) was 
higher than that in the control suspension culture (1173,799 µg/g FW). Elicitation with SA 
and MJ with a 25-100 µM concentration in cell suspension culture can increase the levels 
of thymoquinone compounds and 4 other main compounds of black cumin oil (thymol, β-
pinene, α-thujene and ρ-cymene,), much higher than with on seeds. The levels of 
thymoquinone in cell suspension cultures elicited by MJ ranged from 1777.858 µg/g FW 
and 2253.248 µg/g FW, while those elicited with SA were 1143.288 µg/g FW and 
1705.346 µg/g FW. Elicitation with MJ in cell suspension culture increased the content of 
the main compound of black cumin oil higher than SA. Elicitation of cell suspension 
culture with 100 µM salicylic acid was able to increase the content of the main compound 
of black cumin by 1.35 times compared to that from seeds, while MJ 100 µM was able to 
increase the concentration of the main compound of black cumin by 1.78 times compared 
to that of seeds. 
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BAB I  
PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
Tanaman Jintan hitam (Nigella sativa L.) merupakan tanaman semusim, termasuk 
famili Ranunculaceae. Jintan hitam merupakan tanaman memiliki biji yang kecil dan 
diyakini masyarakat di wilayah Mediterania sebagai obat tradisional. Biji jintan hitam telah 
digunakan selama berabad-abad untuk pengobatan berbagai macam penyakit, termasuk 
penyakit menular yang menjadikannya salah satu obat penting dari Tibbe Nabawi 
(Pengobatan Nabi) (Chaudhry dkk., 2014a). Biji jintan hitam mengandung berbagai 
senyawa bioaktif untuk tujuan pengobatan selain digunakan sebagai pelengkap bumbu 
masak (Setiawati dkk., 2018). Jintan hitam menempati tempat utama dalam budidaya 
tanaman di Asia Tenggara dan Asia selatan, hal ini disebabkan biji jintan hitam semakin 
banyak digunakan dalam dunia medis (Bourgou dkk., 2008).  
Kandungan utama yang terdapat pada biji jintan hitam adalah dari golongan minyak 
atsiri dengan kandungan sebesar 0,5-1,6% terutama terdiri dari monoterpen; ρ-cymene, γ-
terpinene, α-pinene, β-pinene, α-thujene, carvacrol, thymol, thymohydroquinone, 
dithymoquinone dan thymoquinone (Burits dan Bucar, 2000; Venkatachallam dkk., 2010). 
Salah satu minyak atsiri jintan hitam yakni Thymoquinone yang bersifat non polar dari 
golongan monoterpen yang merupakan senyawa paling banyak terdapat pada minyak atsiri 
biji jintan hitam sekitar 7,8-13,7% (Botnick dkk., 2012). Thymoquinone berfungsi sebagai 
antimikroba, antiparasit, antikanker, antiimflamasi, imunomodulator, antioksidan dan 
hepatoprotektor. Potensi senyawa thymoquinone dan molekul turunannya yang terkandung 
dalam biji jintan hitam ini bermanfaat sebagai agen antikanker (Gali-Muhtasib dkk., 2006). 
Selain itu, thymoquinone berguna untuk mencegah penyakit kanker usus dan leukeumia 
(Norsharina dkk., 2011). 
Indonesia memenuhi kebutuhan jintan hitam dalam negeri selama ini masih dengan 
cara mengimpor dari Negara Iran, India, Maroko, Mesir dan negara Timur Tengah lainnya. 
Total impor jintan hitam oleh Indonesia meningkat dari tahun 2015 hingga 2016. Nilai 
total impor biji jintan hitam yang dilakukan oleh Negara Indonesia meningkat dari tahun 
ketahun, contohnya pada tahun 2015 ksebanyak 2,2 ribu ton dengan nilai US$ 2,19 juta 
meningkat pada tahun 2016 menjadi 2,4 ribu ton dengan US$ 2,63 juta (BPS, 2016). 




ektrak biji yang berupa minyak atsiri yang dikemas dalam kapsul yang dikenal dengan 
nama produk kapsul ―Habbatussauda‖ dan banyak dijumpai di pasaran. 
Tanaman jintan hitam merupakan tanaman daerah subtropis sehingga untuk penanaman 
didaerah tropis seperti di Indonesia memerlukan adaptasi lingkungan yang cukup lama 
untuk dapat hidup dan produktif. Upaya untuk meningkatkan produki biji jintan hitam ada 
banyak, salah satunya adalah dengan perlakuan media tanam. Perlakuan media campuran 
tanah, pupuk kandang dan arang sekam menghasilkan produksi biji sebanyak 58.9 kg/ha 
(Mardisiwi, 2017). Produksi jintan hitam dapat ditingkatkan dengan aplikasi pupuk N dan 
P anorganik, hasil pemupukan 120 kg N/ha + 157 kg P2O5/ha menghasilkan produksi biji 
jintan hitam tertinggi yaitu 363,04 kg/ha (Suryadi, 2014). Produksi tersebut belum dapat 
memenuhi kebutuhan Jintan hitam dalam negeri serta masih sangat rendah jika 
dibandingkan negara asalnya. Produksi jintan hitam di Iran mencapai 1403-2075 kg/ha, di 
Turki 509-575 kg/ha dan di Pakistan 526-1720 kg/ha (Hussain dkk., 2009; Ghamarnia 
dkk., 2010; Tuncturk dkk., 2012).  
Kandungan senyawa thymoquinone pada biji jintan hitam yang diuji dari berbagai 
negara juga berbeda-beda, contohnya kandungan thymoquinone dari negara Arab Saudi 
0,225%, India 0,236%, Syria 0,137 %, Sudan 0,127% dan Etiopia 0,309%. Kandungan 
thymoquinone dari hasil budidaya di Indonesia masih sangat kecil jika dibandingkan 
dengan di negara-negara beriklim subtropis, kandungan thymoquinone dari hasil budidaya 
di Indonesia hanya mencapai 0.063% (Suryadi, 2016). Selain faktor produksi dan kadar 
thymoquinone yang rendah, faktor lain seperti ketersediaan yang fluktuatif sepanjang tahun 
(musiman), penurunan kandungan metabolit sekunder yang cepat, kualitas produk yang 
tidak konsisten dan degradasi senyawa metabolit sekunder akibat proses penyimpanan 
yang terlalu lama dapat menurunkan kandungan metabolit sekunder (Lila, 2004; Ram dkk., 
2013), hal tersebut merupakan faktor yang perlu diperhatikan pada komoditas biji jintan 
hitam. 
Teknik kultur sel dapat digunakan sebagai teknik alernatif untuk memproduksi 
senyawa metabolit sekunder jintan hitam. Keunggulan penggunaan teknik kulur sel adalah 
metabolit sekunder yang dihasilkan lebih cepat, efisien, praktis, kondisi lingkungan 
terkontrol dan mudah diproduksi secara berkala (Vanisree dkk., 2004). Kultur suspensi sel 
menjadi salah satu alternatif untuk meningkatkan kadar metabolit sekunder pada jintan 
hitam. Kultur suspensi sel tanaman dilaporkan lebih cepat dalam produksi metabolit 
sekunder skala besar dalam bioreaktor (Mustafa dkk., 2011). Kultur sel tanaman telah 




2001; Sansanelli dkk., 2014). Produksi metabolit sekunder dapat ditingkatkan dengan 
beberapa cara, yaitu memanipulasi nutrisi media tumbuh, zat pengatur tumbuh, prekusor 
dan teknik elisitasi untuk sintesis metabolit sekunder (Zhao dkk., 2005). Elisitasi 
merupakan suatu teknik yang mengacu pada fenomena alam dalam mekanisme pertahanan 
tumbuhan terhadap cekaman maupun patogennya. Interaksi antara patogen dengan 
tumbuhan inang yang menginduksi pembentukan fitoaleksin pada tumbuhan merupakan 
respon terhadap serangan mikroba patogen (Vasconsuelo dan Boland, 2007). 
Senyawa yang berperan dalam proses elisitasi disebut elisitor. Elisitor mengaktifkan 
gen dalam tumbuhan yang mengkode enzim yang diperlukan untuk sintesis fitoaleksin. 
Elisitor selain menginduksi pembentukan fitoaleksin juga meningkatkan berbagai 
metabolit sekunder dan enzim lain. Pada kultur kalus dan kultur sel penambahan elisitor 
juga dapat menginduksi senyawa metabolit sekunder yang bukan fitoaleksin (Habibah, 
2009). Elisitor merupakan senyawa atau ion-ion dalam bentuk fisik, kimiawi maupun 
biologis yang dapat meningkatkan produksi senyawa metabolit sekunder sebagai respon 
pertahanan tumbuhan (Zulhilmi dkk., 2012). 
Asam salisilat dan metil jasmonat merupakan elisitor abiotik yang banyak digunakan 
untuk meningkatkan metabolit sekunder. Asam salisilat (SA) memainkan peran sentral 
dalam mekanisme pertahanan tanaman terhadap patogen (Durner dkk., 1997). Asam 
salisilat bertindak sebagai fitohormon dan dapat mempertahankan kadar auksin dan 
sitokinin dalam jaringan tanaman, meningkatkan pembelahan sel dan berat kering sel 
(Sakhabutdinova dkk., 2004; Hayat dkk., 2010). Pemberian SA juga dapat mempengaruhi 
produksi senyawa terpenoid dari jalur MEP di plastid dan jalur MVA di sitosol, telah 
terbukti diregulasi secara transkripsi oleh SA pada tanaman Salvia miltiorhiza, Michelia 
chapensis dan pada spesies-spesies yang berbeda juga (Tounekti dkk., 2013). 
Asam jasmonat (JA) dan metil esternya, metil jasmonat (MJ), telah diusulkan menjadi 
senyawa pensinyalan penting dalam proses elisitasi yang mengarah ke hiperproduksi 
berbagai metabolit sekunder (Walker dkk., 2002). Senyawa MJ adalah senyawa alami yang 
disintesis oleh tumbuhan sebagai respon terhadap adanya serangan patogen. Senyawa ini 
merupakan senyawa pengatur penting yang mempengaruhi respon dan signal tumbuhan 
yang bekerja dalam penghambatan atau aktivasi suatu hubungan (Orbán dkk., 2008). 
Mereka juga telah dilaporkan memainkan peran kunci dalam proses transduksi sinyal yang 
mengatur respons pertahanan pada tanaman dan menunjukkan efektivitas untuk 
meningkatkan produksi metabolit sekunder dalam kultur sel (Zhao dkk., 2010). Hal ini 




menggunakan metil jasmonat sebagai elisitor pada berbagai kultur in vitro tanaman dalam 
rangka peningkatan produksi metabolit sekunder. 
Penggunaan elisitor SA dalam media cair pada kultur suspensi sel Hypericum 
perforatum L. diberikan pada akhir fase eksponensial. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa perlakuan SA dengan konsentrasi 100 μM dapat meningkatan kandungan Hypericin 
dan Pseudohypericin masing-masing sebanyak 2.5 kali lipat dan 2.33 kali lipat dari kontrol 
(Gadzovska dkk., 2012). Pada penelitian lain juga melaporkan bahwa kultur suspensi sel 
Vitis vinifera L. yang diberi perlakuan MJ pada konsentrasi 100 μM diperoleh kandungan 
stilbene meningkat sebanyak 2,34 kali lipat lebih tinggi dibandingkan kontrol (Xu dkk., 
2015). Selain itu, pengaruh pemberian MJ 50 μM dan SA 250 μM pada kultur suspensi sel 
tanaman Celastrus paniculatus dapat meningkatkan total fenolik sebanyak masing-masing 
30 kali dan 19 kali dari sel kontrol (Anusha dkk., 2016). 
Penelitian ini menggunakan metode manipulasi media tumbuh pada kultur suspensi sel 
untuk meningkatkan kandungan metabolit sekunder dengan teknik elisitasi menggunakan 
asam salisilat dan metil jasmonat. Metode ini diharapkan dapat meningkatkan senyawa 
metabolit sekunder thymoquinone yang terkandung dalam kultur suspensi sel jintan hitam 
yang dapat bermanfaat di bidang kesehatan.  
1.2 Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 
1 Bagaimana pengaruh konsentrasi kinetin yang dikombinasikan dengan NAA terhadap 
pembentukan dan pertumbuhan kalus biji jintan hitam secara in vitro? 
2 Bagaimana pengaruh elisitor asam salisilat dan metil jasmonat terhadap pertumbuhan 
kultur suspensi sel jintan hitam secara in vitro? 
3 Bagaimana pengaruh elisitor asam salisilat dan metil jasmonat terhadap komponen dan 
kandungan senyawa thymoquinone pada kultur suspensi sel jintan hitam? 
1.3 Tujuan  
Tujuan dalam penelitian ini adalah:  
1 Untuk mengevaluasi pengaruh konsentrasi kinetin yang dikombinasikan dengan NAA 
terhadap pembentukan dan pertumbuhan kalus biji jintan hitam secara in vitro. 
2 Untuk mengevaluasi pengaruh elisitor asam salisilat dan metil jasmonat terhadap 




3 Untuk mengevaluasi pengaruh elisitor asam salisilat dan metil jasmonat terhadap 
komponen dan kandungan senyawa thymoquinone pada kultur suspensi sel jintan 
hitam. 
1.4 Manfaat 
Manfaat dari penelitian ini adalah diperoleh informasi tentang profil dan komponen 
senyawa minyak jintan hitam pada kultur suspensi sel serta metode alternatif yang efisien 
untuk produksi minyak jintan hitam melalui teknik kultur sel, sehingga dapat membantu 









2.1 Tanaman Jintan Hitam (Nigella sativa L.) 
Tanaman Jintan Hitam atau Black Seed (Inggris) sering disebut juga dengan 
Habattusauda (Arab) merupakan tumbuhan berbunga yang berasal dari Asia Barat Daya. 
Nigella sativa merupakan tumbuhan asli daerah mediterania, namun juga telah banyak 
tumbuh di belahan dunia lain, yang meliputi Arab Saudi, Afrika Utara, dan sebagian Asia 
(Hosseinzadeh dkk., 2010). Tumbuhan ini tumbuh hingga mencapai tinggi 20-30 cm, 
dengan daun hijau lonjong, ujung dan pangkal runcing, tepi beringgit dan pertulangan yang 
menyirip. Bunganya majemuk, bentuk karang, kepala sari berwarna kuning, mahkota 
berbentuk corong berwarna biru pucat dan putih dengan 5-10 kelopak bunga dalam satu 
batang pohon (Gambar 2.1 A). Bungan jintan hitam di daerah alaminya berwarna kebiruan 
dengan jumlah kelopak yang bervariasi. Gynosium terdiri dari sejumlah karpel, 
berkembang menjadi folikel setelah terjadi penyerbukan, dengan buah tunggal sebagian 
terhubung untuk membentuk struktur seperti kapsul (Belgaumi dkk., 2020). 
 
Gambar 1. Tanaman jintan hitam (Nigella sativa L.) 
Keterangan: (A) bunga, (B) buah atau kapsul dan (C) biji (Yusuf 2014). 
Buah jintan hitam termasuk kedalam buah kotak sejati (kapsul) yang mempunyai 
ruangan (folikel) yang jumlahnya sesuai dengan banyaknya tangkai putik pada bunga. 
Kapsul terdiri atas tangkai kapsul, kapsul dan putik yang mengering. Tangkai kapsul 
berukuran panjang antara 5-6 cm, lebar kapsul antara 0,6-0,8 cm dan panjang kapsul 
hingga 1,3-1,5 cm. Bagian dalam kapsul terdapat 3-6 ruang folikel yang berisi biji jintan 
hitam 40-70 biji/kapsul. Biji jintan hitam berbentuk lonjong dengan ukuran panjang 2,76-
3,10 mm dan lebar 1,54-1,87 mm (Gambar 2.1 C). permukaan biji berwarna hitam 
memiliki ketebalan kulit biji 0,34-0,36 mm dengan lembaga biji yang berwarna putih. 




2.2 Struktur dan Biosintesis Senyawa Tymoquinone 
Seyawa thymoquinone adalah senyawa bioaktif dari golongan terpenoid yaitu 
monoterpen yang merupakan salah satu senyawa paling banyak terdapat pada minyak 
esensial biji jintan hitam yaitu sekitar 7,8-13,7% (Botnick dkk., 2012). Hasil penelitian 
terdahulu dilaporkan bahwa kandungan thymoquinone dari tiap negara berbeda-beda, yaitu 
dari Ethiopia 3,099 mg/kg, India 2,363 mg/kg, Saudi Arabia 2,251 mg/kg, Syria 1,372 
mg/kg dan Sudan 1,275 mg/kg (Al-Saleh dkk., 2006). Rumus bangun thymoquinone 
disajikan pada Gambar 2.   
 
Gambar 2. Rumus bangun thymoquinone (Khan dan Afzal, 2016) 
 
Thymoquinone berfungsi sebagai anti-mikroba, anti-parasit, anti-kanker, anti-
imflamasi, imunomodulator, anti-oksidan dan hepatoprotektor (Gali-Muhtasib dkk., 2006). 
Selain itu,  thymoquinone berguna untuk mencegah penyakit kanker usus dan leukeumia 
(Norsharina dkk., 2011), anti-mikroba (Chaieb dkk., 2011) dan mencegah kerusakan 
eritrosit yang disebabkan oleh 1,2-dimethylhydrazine (Harzallah dkk., 2012). Manfaat 
farmakologis lainnya yang telah diuji pada senyawa thymoquinone antara lain sebagai obat 
diabetes mellitus (El-Mahmoudy dkk., 2005), asma-bronkial (Al-Majed dkk., 2001), 
schistosomiasis (Aboul-Ela 2002), hiperglikemia (Hawsawi dkk., 2001), peroksidasi lipid 
(Meral dkk., 2001; Mansour dkk., 2002; El-Saleh dkk., 2004), multiple-sclerosis 
(Mohamed dkk., 2003), darah tinggi (Bamosa dkk., 2002), colitis ulseratif (Mahgoub 
2003) dan cedera mukosa lambung (El-Abhar dkk., 2003). 
Senyawa gologan terpenoid disintesis melalui kondensasi unit isoprena aktif yang 
disebut isopentenil pirofosfat (IPP) dan dimetilalil pirofospat (DMAPP). Pada awal 
penemuan jalur asam mevalonat, diterima secara luas bahwa IPP dan DMAPP dibentuk 
hanya melalui jalur ini di semua organisme hidup. Pada tumbuhan, biosintesis isoprena 
dapat disintesis melalui jalur mevalonat/mevalonic acid (MVA) maupun jalur 1-Deoksi-D-
xilulosa-5-fosfat (DXP) atau biasa disebut juga dengan jalur Metileritrotol-posphat (MEP) 
(Gambar 3). Jalur DXP/MEP tidak terjadi pada sitosol ataupun retikulum endoplasma pada 




menghasilkan monoterpen, triterpen maupun karotenoid (Kuzuyama dan Seto, 2003). 
Biosintesis isoprena melalui jalur DXP/MEP ini dibagi ke dalam enam tahapan reaksi. 
Pada tumbuhan umumnya menggunakan 1-deoksi-D-silulosa (DX). DX akan diubah 
menjadi DXP dengan bantuan enzim D-silulokinase yang disandi oleh gen xylB. 
Selanjutnya akan terjadi pembentukan DXP dari rekasi kondensasi asam piruvat dan 
tiamina pirofosfat (TPP) serta D-glyseraldehida 3-fosfat yang dikatalisasi oleh enzim DXP-
sintase. DXP-sintase disandi oleh gen dxs (Lois dkk., 1998).  
Biosintesis senyawa terpen jalur MVA secara garis besar dapat dibagi ke dalam empat 
tahapan proses yang meliputi biosintesis prekursor dasar untuk pembentukan isopentenil 
pirofosfat (IPP), kedua adalah penambahan IPP secara repetitif membentuk prekursor 
perantara untuk berbagai macam kelas terpenoid, tahap ketiga adalah elaborasi alilik prenil 
difosfat oleh enzim terpenoid sintase yang spesifik untuk menghasilkan kerangka karbon 
dari terpenoid itu sendiri, dan yang terakhir, modifikasi kerangka karbon secara enzimatik 
untuk menghasilkan diversitas struktur dan aktivitas biologinya sebagai senyawa bahan 
alam. Beberapa data memperlihatkan bahwa proses biosintesis isoprena jalur mevalonat 
pathway lebih aktif terjadi pada sitosol dan retikulum endoplasma (ER) untuk 
menghasilkan monoterpen, seskuiterpen dan diterpen (Croteau dkk., 2000).  
 
Gambar 3. Jalur pembentukan geranyl diphosphate melalui MVA dan MEP pathways 





Isopentenil pirofosfat (IPP) dengan bantuan enzim IPP isomerase akan membentuk 
reaksi kesetimbangan menjadi dimetilalil-pirofosfat (DMAPP). Kondensasi IPP dan 
DMAPP yang akan membentuk geranilpirofosfat (GPP, C-10) monoterpen dan farnesil-
pirofosfat (FPP, C-15) seskuiterpen yang dikatalisasi secara berturut-turut oleh 
geranilpirofosfat sintase dan fanesilpirofosfat sintase (Burke dkk., 1999). Thymoquinone 
merupakan produk metabolisme sekunder yang terbentuk dari prekursor geranyl 
diphosphate (GPP) yang mampu membentuk γ-terpinene melalui siklisasi sebelum 
membentuk ρ-cymene melalui aromatisasi dan diikuti dengan menghasilkan carvacrol atau 
thymol melalui hidroksilasi. Pembentukan thymohydroquinone terjadi oleh hidroksilasi lain 
sebelum berubah menjadi thymoquinone melalui oksidasi, sedangkan hidroksilasi thymol 
sebagai jalur biosintesis alternatif (Gambar 4). Thymoquinone juga dapat membentuk 
dithymoquinone dan produk oligokondesasi yang lebih tinggi saat disimpan (Bouwmeester 
dkk., 1998; Suryadi, 2014). 
 
Gambar 4 Jalur biosintesis thymoquinone (Botnick dkk., 2012) 
2.3 Potensi Kultur Sel untuk Produksi Metabolit Sekunder 
Kultur jaringan tanaman adalah teknik yang memanipulasi pertumbuhan sel atau 
jaringan tanaman dalam gelas (in vitro) dengan penambahan media tanam yang 
mengandung nutrisi lengkap yang diperlukan dalam kondisi steril. Botol kaca maupun 
plastik yang berisi media dan bahan tanaman dipelihara dalam ruang inkubasi dengan suhu 
yang terkontrol dan diberi cahaya sesuai dengan kebutuhan tanaman (Sathyanarayana dan 
Verghese, 2007). Teknologi kultur jaringan tanaman dapat memberikan cara terbaik untuk 
memperbanyak tanaman dengan kualitas tinggi, tanaman bebas penyakit serta produksi 




secara tradisional yang dapat memakan waktu hingga 10-15 tahun (Shnaishel, 2019). 
Kultur jaringan tanaman dapat dimulai dari hampir semua bagian tanaman, untuk budidaya 
mikro atau regenerasi pucuk langsung, jaringan meristemetik seperti ujung pucuk sangat 
ideal. Keadaan fisiologis tanaman memang memiliki pengaruh pada responsnya terhadap 
kultur jaringan. Seperti eksplan ujung pucuk yang masih muda mengandung lebih banyak 
sel-sel yang aktif membelah. Pemilihan tanaman penting untuk menggunakan stok 
tanaman induk berkualitas untuk memulai kultur jaringan (Bhoite dan Palshikar, 2014). 
Keterbatasan kesediaan benih tanaman pada waktu yang tepat, yang membutuhkan 
waktu untuk mendapatkannya, serta beberapa benih mulai memburuk karena paparan bio-
stres sehingga teknologi kultur jaringan tanaman memberikan cara alternatif untuk 
meningkatkan produksi bibit tanaman dan metabolit sekunder tanaman. Bagian jaringan 
sering digunakan sebagai daun, batang dan biji dan setiap bagian tanaman dapat digunakan 
untuk keperluan kultur jaringan. Berbagai bahan seperti pengatur tumbuh dan agar 
digunakan untuk memfasilitasi proses ini. Kultur jaringan diterapkan untuk penelitian 
tanaman untuk berbagai keperluan seperti perbanyakan tanaman, produksi tanaman bebas 
penyakit dan produksi senyawa metabolit sekunder tanaman (Baday, 2019). 
Jaringan kalus merupakan massa sel yang tidak berdiferensiasi dan dapat menjadi 
remah atau kompak. Kalus remah terdiri dari sel-sel yang mudah pecah dan tidak 
menunjukkan regenerasi organ yang jelas, sedangkan kalus kompak terdiri dari sel-sel 
bertekstur keras dan padat. Beberapa kultur kalus menunjukkan regenerasi organ dengan 
struktur mirip akar dan pucuk yang berkembang pada massa kalus (Ramulifho dkk., 2019). 
Kultur jaringan umumnya menggunakan bahan-bahan tanam/eksplan yang relatif kecil, 
jaringan yang terluka hasil sayatan untuk memperkecil eksplan dapat pulih dengan 
pertumbuhan sel-sel kalus yang tidak berdiferensiasi di daerah luka. Sel-sel kalus ini dapat 
dikultur in vitro untuk aplikasi bioteknologi. Eksplan yang diambil dari jaringan tanaman 
perlahan-lahan tumbuh secara in vitro menjadi massa sel yang berkisar dari amorf dan 
tidak berwarna sampai coklat pucat. Sel kalus mirip dengan sel meristemik yang tidak 
berdiferensiasi. Kultur kalus biasanya tumbuh pada (25±2)
o
C. Kalus dapat dibedakan 
antara kalus yang berbentuk semi-kompak dan remah (Efferth, 2019).  
Kultur suspensi sel membutuhkan kalus dengan tekstur remah sebagai bahan kultur 
atau eksplannya. Selanjutnya kalus disuspensikan dalam media cair yang mengandung 
berbagai nutrisi dan senyawa-senyawa yang dibutuhkan untuk pertumbuhan optimal yang 
menyebabkan sel menjadi tidak terdiferensiasi. Kultur suspensi sel tersebut selanjutnya 




menjadi kumpulan agregat kecil dan sel tunggal yang tersebar merata dalam media cair 
(Hutami, 2016). Kultur suspensi sel dapat dipindahkan dalam media yang mengandung 
hormon yang dapat mengaktifkan pertumbuhan spesifik. Misalnya media yang 
mengandung auksin, dapat mengaktifkan pertumbuhan akar-akar adventif, sedangkan 
media yang mengandung sitokinin dapat memacu proliferasi tunas aksilar dan tunas 
adventif dan mengatur diferensiasi. Setelah tanaman berkembang sempurna, selanjutnya 
dapat dipindahkan ke tanah untuk tumbuh lebih lanjut (George dkk., 2008).  
Metabolit sekunder pada kultur kalus maupun kultur sel umumnya meningkat pada 
fase stasioner. Hal ini dimungkinkan karena adanya peningkatan atau akumulasi vakuola 
makanan dalam sel. Pada fase stasioner pertumbuhan terhenti dan terjadi fase kematian sel, 
hal ini karena sejumlah nutrisi telah berkurang atau menjadi akumulasi senyawa toksik 
yang dikeluarkan kalus dalam medium. Pada fase ini harus dilakukan subkultur agar kalus 
maupun kultur suspensi sel tetap hidup (Darwati, 2007). Peranan penambahan auksin dan 
sitokinin dalam medium dapat mengontrol pembelahan dan diferensisasi kalus dan 
sitokinin dapat merangsang laju sintesis protein dan menghambat pembesaran sel, sehingga 
mempengaruhi keseimbangan antara pembelahan sel, ekspansi sel, dan produktifitas 
senyawa metabolit sekunder (Khanpour-Ardestani dkk., 2015). 
2.4 Strategi Elisitasi untuk Meningkatkan Produksi Metabolit Sekunder 
Teknik yang telah banyak diteliti untuk meningkatkan senyawa kandungan metabolit 
sekunder diantaranya melalui amobilisasi, modifikasi media, dan juga elisitasi. Elisitasi 
adalah suatu metode untuk meningkatkan fitoaleksin dan metabolit sekunder lainnya 
dengan menambahkan berbagai elisitor, baik berupa faktor biotik maupun abiotik 
(Buitelaar dkk., 1992). Produksi senyawa bioaktif melalui kultur jaringan dapat 
ditingkatkan dengan elisitasi. Elisitasi merupakan metode yang mengacu pada fenomena 
alam dalam mekanisme pertahanan inang terhadap patogennya. Interaksi antara patogen 
dengan tumbuhan inang yang menginduksi pembentukan fitoaleksin pada tumbuhan 
merupakan respon terhadap serangan mikroba patogen (Vasconsuelo dan Boland, 2007).  
Salisilat memegang peranan penting dalam ketahanan sistemik terinduksi. Asam 
salisilat digunakan pada tanaman sebagai reaksi terhadap infeksi patogen dan sebagai 
racun murni pada penyakit layu Fusarium. Mekanisme ketahanan tanaman terhadap 
penyakit dapat berupa ketahanan secara fisik maupun kimia. Salah satu bentuk ketahanan 
secara kimia adalah asam salisilat. Asam salisilat lebih dominan untuk mengatasi serangan 




Asam salisilat adalah fitohormon fenolik dan dianggap sebagai elisitor kimia yang efisien. 
Senyawa ini terlibat dalam sistem sinyal dalam tumbuhan, dapat menginduksi enzim untuk 
mengkatalisasi pembentukan pertahanan senyawa seperti polifenol dan alkaloid (Van 
Loon, 1997). Asam salisilat berperan dalam pensinyalan dan regulasi ekspresi gen dalam 
penuaan daun di Arabidopsis. Asam salisilat bertindak sebagai molekul pensinyalan dan 
mengatur bio-produktivitas, pertumbuhan, fotosintesis, kadar air dalam tanaman, berbagai 
aktivitas enzim dan pengaruhnya terhadap tanaman yang terpapar berbagai cekaman biotik 
maupun abiotik (Hayat dkk., 2010).  
 
Gambar 5 Skema peran SA terhadap mekanisme pertahanan pada tanaman yang 
mengalami cekaman (Hayat dkk., 2010) 
Asam salisilat bergerak dari organ tanaman yang terinfeksi ke yang tidak terinfeksi 
melalui floem dan dapat melewati lapisan kutikula yang keras dalam bentuknya yang 
dimetilasi disebut metil salisilat yang membuatnya mampu berdifusi melintasi kutikula 
yang bebas dari pH (Niederl dkk., 1998). Metil salisilat / MeSA adalah molekul 
pensinyalan jarak jauh yang mudah menguap yang bergerak dari yang terinfeksi ke 
jaringan yang tidak terinfeksi melalui floem. MeSA mewakili prekursor SA yang tidak 
aktif yang dapat ditranslokasi dan dikonversi menjadi asam salisilat saat diperlukan. Metil 
salisilat / MeSA diproduksi dari SA pada tanaman tembakau, setelah infeksi dan 
menginduksi respon pertahanan dengan kembali ke SA. Selanjutnya, tingkat MeSA dalam 
jaringan tanaman juga paralel dengan peningkatan konsentrasi SA secara lokal dan 
sistemik setelah infeksi virus atau bakteri, namun senyawa MeSA tidak memiliki efek 




Kandungan asam salisilat dalam sel diatur oleh dua enzim yang berperan penting 
dalam mengontrol keseimbangan antara SA dan MeSA: SA-bindingprotein2/ 
Metiltransferase (SABP2/MES) yang mengubah MeSA yang tidak aktif secara biologis 
menjadi SA aktif dan enzim SA-metiltransferase (SAMT) yang mengubah SA menjadi 
MeSA (Forouhar dkk., 2005). Metil salisilat ini berfungsi sebagai sinyal SAR jarak jauh 
yang penting dalam tembakau. Aktivitas enzim SABP2 sangat penting untuk pensinyalan 
SAR di jaringan distal (Park dkk., 2007). Sebuah model yang menunjukkan pemberian 
asam salisilat (SA) secara eksogen diterima oleh MeSA dan terjadi peningkatan SA 
endogen yang menyebabkan terjadinya system pertahanan sistemik terhadap cekaman 
(Gambar 5). Asam salisilat disintesis baik dari jalur Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) 
atau dari jalur Isochorismate Synthase (ICS/SID2). Glucosyltransferases (SAGTs) asam 
salisilat mengkatalisis konversi SA menjadi SA 2-O-β-Dglucoside (SAG) dan ester 
glukosa salisilat (SGE). Senyawa SA endogen terakumulasi selama serangan patogen dan 
dikonversi menjadi MeSA oleh SAMT. Senyawa MeSA kemudian melakukan perjalanan 
ke jauh ke dalam daun sistemik, MeSA dikonversi menjadi SA oleh aktivitas enzim 
SABP2/MES (Tripathi dkk., 2019). 
Pemberian SA dilaporkan dapat meningkatkan produksi metabolit sekunder pada  
teknik kultur jaringan tumbuhan. Hal ini telah dilaporkan oleh penelitian terdahulu pada 
kultur akar rambur tanaman Silybum marianum dengan penambahan SA sebanyak 6 
mg/50mL pada media cair dapat meningkatkan kandungan silymarin 2,42 kali lipat dan 
asam linoleat meningkat 2,37 kali lipat lebih tinggi dari kontrol (Khalili dkk., 2009). 
Menurut Chodisetti dkk. (2015) kultur suspensi sel Gymnema sylvestre dengan 
penambahan asam salisilat 200µM selama 48 jam dapat menghasilkan asam gimnemik 
sebanyak 43,27 ± 0,80 mg/g DW atau meningkat 4,3 kali lipat dari kontrol. 
Asam jasmonat dan metil esternya (metil jasmonat, MJ) diduga berperan sebagai 
transduser karena dapat mempengaruhi rantai transduksi sinyal antara kompleks reseptor-
elisitor dan proses aktivasi gen sinyal pertahanan. Perlakuan MJ yang diberikan secara 
eksogen telah menginduksi peningkatan sementara pada jasmonat endogen (Creelman 
dkk., 1992), dan menginduksi aktivasi transkripsi gen yang terlibat dalam pembentukan 
metabolit sekunder (Ohta dkk., 2006). Pada gambar 6 menunjukkan model yang 
menggambarkan mekanisme respon pertahanan terhadap MJ, perlakuan luka dan 
kombinasi luka + MJ pada tanaman ginseng. Perlakuan MJ eksogen dapat bertindak 
sebagai sinyal jarak jauh dan menginduksi JA endogen yang secara enzimatis dapat 




resistensi di bagian-bagian distal tanaman tetapi juga kerusakan parah pada lokasi lokal. 
Pemberian MJ eksogen dapat meniru JA endogen dan menghasilkan resistensi lokal, 
sehingga mencegah nekrosis yang disebabkan oleh luka dengan meningkatkan konsentrasi 
senyawa yang mudah menguap (volatile oil) (Balusamy dkk., 2015).  
 
Gambar 6 Model ilustrasi Mekanisme pertahanan tumbuhan dengan perlakuan pelukaan 
mekanik dan penambahan MJ eksogen (Balusamy dkk., 2015) 
Metil jasmonat dilaporkan dapat meningkatkan produksi metabolit sekunder pada  
kultur jaringan sel. Penelitian oleh (Wang dkk., 2015) menyatakan Produksi flavonoid 
pada kultur suspensi sel Hypericum perforatum pada medium cair dengan penambahan MJ 
100 μM selama 15 hari dapat meningkat sebanyak (280 mg/L) dan 2,7 kali dibandingkan 
dengan kultur kontrol. Pada tanaman Rhazya stricta dengan penambahan MJ 50 μM 
selama lima hari inkubasi dapat meningkatkan kandungan terpena, konsentrasi Eburenine 3 
kali lipat lebih tinggi dari kontrol. Quebrachamine tertinggi 2,5 kali lipat dari kontrol, 
Pleiocarpamin 1,7 kali lipat dibandingkan dengan kontrol sedangkan kandungan 





2.5 Teknik Analisis Metabolit Sekunder 
Gas Chromatography (GC) atau Kromatografi gas memiliki bidang aplikasi yang sangat 
luas. Fungsi utamanya adalah dalam pemisahan dan analisis campuran multi-komponen 
seperti minyak atsiri, hidrokarbon, dan pelarut. Secara intrinsik, dengan penggunaan flame 
ionization detector dan detektor penangkap elektron (electron capture detector) yang 
memiliki kepekaan sangat tinggi, kromatografi gas dapat secara kuantitatif menentukan 
material yang ada pada konsentrasi yang sangat rendah. Karena kesederhanaan, kepekaan, 
dan keefektifannya dalam memisahkan komponen campuran, kromatografi gas adalah 
salah satu alat terpenting dalam studi senyawa metabolit sekunder dan senyawa kimia 
lainnya yang mudah menguap. Alat ini banyak digunakan untuk analisis kuantitatif dan 
kualitatif campuran, untuk pemurnian senyawa, dan penentuan konstanta termokimia 
seperti kalor larutan dan penguapan, tekanan uap, dan koefisien aktivitas (Fauzi dkk., 
2017). 
Analisi Metabolit sekunder berupa senyawa volatil menggunakan GC-MS sudah sangat 
sering dilakukan. Kromatografi adalah istilah yang digunakan untuk menggambarkan 
teknik pemisahan di mana fase gerak yang membawa campuran disebabkan untuk bergerak 
dalam kontak dengan fase diam penyerap selektif. Kromatografi gas memiliki bidang 
aplikasi yang sangat luas. Namun, area penggunaannya yang pertama dan utama adalah 
dalam pemisahan dan analisis komponen campuran seperti minyak atsiri, hidrokarbon, dan 
pelarut. Penggunaan detektor flame-ionisation dan detektor penangkapan elektron 
keduanya memiliki sensitivitas sangat tinggi sebagai penangkap ion-ion yang terbawa 
dalam kolom. Kromatografi gas dapat secara kuantitatif menentukan bahan yang ada pada 
konsentrasi yang sangat rendah (Hadi dan Hameed, 2017).  
Analisis dan karakterisasi komponen minyak atsiri merupakan masalah yang cukup 
rumit, ditambah dengan sifatnya yang mudah menguap pada suhu kamar sehingga perlu 
diseleksi metode yang akan diterapkan untuk menganalisis minyak atsiri. Sejak 
ditemukannya kromatografi gas (GC), kendala dalam analisis komponen minyak atsiri ini 
mulai dapat diatasi walaupun terbatas hanya pada analisis kualitatif dan penentuan 
kuantitatif komponen penyusun minyak atsiri saja (Agusta, 2000).  
2.6 Kerangka Konsep 
Biji jintan hitam banyak dimanfaatkan sebagai obat tradisional karena biji jintan hitam 
ini memiliki kandungan utama minyak atsiri monoterpen; p-cymene, γ-terpinene, α-pinene, 




Thymoquinone adalah senyawa bioaktif dari golongan terpenoid (monoterpen) yang 
merupakan salah satu senyawa yang terdapat pada minyak esensial biji jintan hitam sekitar 
7,8-13,7%. Negara Indonesia memenuhi kebutuhan biji jintan hitam dalam negeri selama 
ini masih dengan cara impor dari India dan Mesir serta negara Timur Tengah lainnya. 
Berdasarkan banyaknya manfaat yang terkandung dalam biji tanaman jintan hitam. Teknik 
kultur sel dapat digunakan sebagai teknik produksi senyawa metabolit sekunder. Kelebihan 
penggunaan teknik kultur sel adalah metabolit sekunder yang dihasilkan lebih terkontrol 
dan tidak bergantung pada musim tanam. Teknik kultur suspensi sel menjadi suatu 
alternatif untuk memproduksi metabolit sekunder jintan hitam. Teknik kultur sel dengan 
strategi elisitasi menggunakan elisitor asam salisilat (SA) dan metil jasmonat (MJ) 
dilakukan untuk meningkatkan produksi senyawa minyak jintan hitam.. 
Elisitor SA dapat memberi sinyal jarak jauh mengubah Metil Salisilat (MeSA) endogen 
menjadi SA endogen dengan bantuan enzim SABP2/MES. Pemberian SA dapat  
meningkatkan kadar SA endogen melalui peningkatan enzim Isochorismte synthase (ICS) 
yang dikode gen ICS1 oleh perlakuan SA eksogen. Asam salisilat endogen secara 
enzimatis dapat meningkatkan produksi senyawa terpen dengan meningkatkan enzim 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase (HMGS) dan farnesyl diphosphate synthase 
(FPPS) pada jalur MVA. Asam salisilat endogen yang meningkat juga mengkode gen 
pertahanan untuk meningkatkan respon pertahanan, salah satu senyawa pertahanan adalah 
monoterpen dan sesquiterpen volatil. Pemberian MJ diterima reseptor, reseptor 
menginduksi peningkatan FA pada biosintesis JA dengan bantuan enzim LOX, AOS dan 
AOC. Produksi JA yang meningkat melalui jalur octadeconoid, selanjutnya meningkatkan 
traskripsi gen pengkode respon pertahanan. Asam jasmonat yang meningkat juga dapat 
berperan langsung pada jalur MVA melalui peningkatan enzim 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase (HMGR) dan Isopentenil diphospat isomerase (IDI) dalam 
memproduksi minyak atsiri (senyawa volatil) sebagai salah satu bentuk pertahanan pada 
tanaman jintan hitam (Gambar 7). Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan 
produksi senyawa thymoquinone dan senyawa monoterpen maupun sesquiterpen lain 
sehingga dapat meningkatkan produksi minyak jintan hitam dan dapat memenuhi 
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- Profil komponen senyawa bioaktif minyak atsiri 
- Metode kultur sel dan elisitasi untuk meningkatkan produksi 

























Gambar 7. Kerangka Konsep  
 Kadar senyawa miny k atsiri ji tan hitam  
 Pr fil omponen s nyawa minyak atsiri jintan hitam 
 Metode kultur sel untuk peningkatan produksi 
seyawa miyak atsiri jintan hitam 
 Memenuhi kebutuhan minyak atsiri jintan hitam 






3.1 Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2020 – April 2021 di Laboratorium Kultur 
Jaringan Tumbuhan Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya Malang. 
Pengujian kandungan metabolit sekunder pada penelitian ini menggunakan alat GC-MS 
dan dilakukan di Laboratorium Kimia Universitas Muhammadiyah Malang. 
3.2 Kerangka Oprasional 
Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap yaitu; induksi kalus, induksi kultur suspensi 
sel dan perlakuan elisitasi (Gambar 8). Eksplan jintan hitam yang digunakan untuk induksi 
kalus berupa biji. Biji jintan hitam disterilsasi dan dikultur dengan menggunakan media 
induksi kalus dengan media dasar MS NAA 1 mg/L + beberapa konsentrasi kinetin (0; 0,5; 
1; 2 dan 3 mg/L). Kalus dari perlakuan terbaik dimultiplikasi dengan subkultur dua kali 
menggunakan media yang sama, dan diinkubasi selama tiga minggu di bawah kondisi 
gelap. 
Kalus hasil multiplikasi disubkultur dalam media cair dengan konsentrasi ZPT yang 
sama dengan media kalus, kultur suspensi sel diinkubasi selama 10 hari di bawah kondisi 
gelap dan dimultiplikasi hingga subkultur kedua. Kultur suspensi sel disubkultur ke dalam 
media elisitasi dengan waktu inkubasi selama 10 hari pada Rotary-shaker dengan 
kecepatan 110 rpm pada suhu 25
o
C di bawah kondisi gelap. Perlakuan elisitasi 
menggunakan 2 macam elisitor berupa asam salisilat dan metil jasmonat dengan 
konsentrasi: 0, 50, 100, 150 dan 200 µM. 
Setelah perlakuan elisitasi, diamati pertumbuhan kultur suspensi sel (SCV, PCV, berat 
basah, berat kering, IP, viabilitas sel) dan kandungan serta profil senyawa metabolit 
sekunder. Uji kandungan senyawa minyak jintan hitam menggunakan metode GC-MS. 
Data kualitatif dianalisis secara deskriptif dan data kuantitatif dianalisis dengan ANOVA 
menggunakan aplikasi IBM SPSS Statistic 20.0. Uji selanjutnya pada kelompok perlakuan 
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Gambar 8. Kerangka Operasional 
  
 Metode kultur sel dan elisitasi untuk 
peninngkatan minyak atsiri jintan 
hitam 
 Profil dan komponen minyak atsiri 




3.3 Prosedur Penelitian  
Tahapan kegiatan penelitian meliputi: pembuatan media, induksi dan multiplikasi 
kalus, inisiasi dan pemeliharan kultur suspensi sel, elisitasi kultur suspensi sel dengan 
elisitor asam salisilat dan metil jasmonat, evaluasi pertumbuhan kultur suspensi sel hasil 
elisitasi dan analisis profil serta komponen minyak atsiri jintan hitam dengan GC-MS. 
3.3.1 Pembuatan Media  
Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah media perlakuan induksi kalus, 
media multiplikasi kalus, media inisiasi dan pemeliharaan kultur suspensi sel dan media 
perlakuan elisitasi. Media induksi kalus menggunakan media dasar MS dengan 
penambahan kombinasi NAA 1 mg/L dan Kinetin (0; 0,5; 1; 2 dan 3 mg/L). Media 
multiplikasi kalus dan inisiasi kultur suspensi sel menggunakan media terbaik dari 
perlakuan induksi kalus. Media perlakuan elisitasi adalah media dasar MS cair dengan 
penambahan NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L + elisitor SA dan MJ masing-masing dengan 
konsentrasi (0, 50, 100, 150 dan 200 µM). 
Tahapan untuk membuat media MS 1 liter adalah dengan diambil larutan stok MS: 
stok A, B, C, D, E, F, G, vitamin MS dan myo-inisitol (komposisi sesuai Lampiran 1) 
dicampurkan ke dalam erlenmeyer berukuran 1 liter dan ditambahkan ZPT dengan 
konsentrasi yang ditentukan. Erlenmeyer berisi media MS dan ZPT ditambahkan sukrosa 
30 g/L dan hormon yang telah ditentukan, kemudian ditambahkan aquades hingga volume 
larutan mencapai 1 liter. Larutan media diaduk dengan menggunakan magnetic stirer 
hingga larutan homogen. Larutan media yang telah homogen diatur pH larutan hingga 
mencapai pH 5,79-5,81. Larutan media ditambahkan agar 8,5 gram (untuk media inisiasi 
pemeliharaan kultur suspensi sel dan media pelakuan elisitasi tidak diberi agar), kemudian 
larutan media dipanaskan di atas hotplate stirer hingga mendidih. Media diangkat dan 
dituangkan ke dalam botol kultur. Botol kultur yang telah berisi media ditutup dengan 
plastik dan diberi label. Botol yang telah tertutup disterilkan menggunakan autoklaf pada 
suhu 121
o
C tekanan 1atm selama 15 menit. Penambahan elisitor SA dan MJ pada media 
perlakuan elisitasi dilakukan di dalam laminar air flow setelah sterilisasi autoklaf selesai, 
masing-masing penambahan elisitor sesuai konsentrasi yang ditentukan (pengambilan 
elisitor sesuai Lampiran 2). 
3.3.2 Induksi dan Multiplikasi Kalus Jintan Hitam 
Biji jintan hitam diletakkan ke dalam gelas beker dan dialiri air selama 2-3 jam, 




jintan hitam direndam menggunakan alkohol 70% selama satu menit, setelah direndam 
alkohol biji dimasukkan ke dalam larutan NaOCl 0,3% dan digoyangkan selama lima 
menit. Biji dibilas aquades steril sebanyak tiga kali masing-masing selama lima menit 
(Alemi dkk., 2013).  
Eksplan biji steril diletakkan di atas cawan petri dan dipotong bagian pangkal. Biji 
yang sudah terpotong bagian pangkalnya dikultur pada media induksi kalus menggunakan 
media dasar MS yang ditambah dengan NAA 1 mg/L dan kinetin (0; 0,5; 1; 2 dan 3 mg/L). 
Setiap perlakuan dilakukan sebanyak 10 kali ulangan, setiap botol dikultur lima eksplan 
biji. Kultur biji diinkubasi selama lima minggu di bawah kondisi gelap dengan suhu 25
o
C 
selama lima minggu. Parameter pengamatan pada induksi kalus meliputi waktu muncul 
kalus, persentase eksplan hidup, persentase eksplan tumbuh kalus, berat basah kalus dan 
morfologi kalus. Kalus dengan pertumbuhan terbaik disubkultur pada media induksi kalus 
baru. Kalus diinkubasi selama tiga minggu di bawah kondisi gelap. Subkultur kalus jintan 
hitam dilakukan hingga subkultur kedua dan diperoleh kalus yang banyak dan seragam.  
3.3.3 Inisiasi dan Pemeliharaan Kultur Suspensi Sel 
Inisiasi kultur suspensi sel dilakukan untuk memperoleh suspensi sel dari kalus hasil 
multipikasi. Kalus dicacah agar mendapatkan sel-sel kalus dan agregat sel terpisah. Kalus 
remah ditimbang 1 gram dan dikultur ke dalam media cair 25 mL dengan penambahan 
ZPT yang sama dengan media induksi kalus terbaik (NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L). 
Kultur suspensi sel diinkubasi selama dua minggu pada incubator-rotaryshaker dengan 
kecepatan 110 rpm pada suhu 25
o
C di bawah kondisi gelap. Penentuan kurva pertumbuhan 
kultur suspensi sel jintan hitam dilakukan dengan mengukur persentase volume endapan 
sel diukur setiap hari selama 14 hari setelah kultur, pengukuran kurva mengikuti metode 
dari penelitian Mustafa dkk. (2011). Kultur suspensi sel yang telah terbentuk selanjutnya 
disubkultur setiap 10 hari sekali sesuai dengan kurva pertumbuhan yang diperoleh, 
subkultur suspensi sel dilakukan hingga subkultur kedua pada media cair yang sama. 
3.3.4 Elisitasi Kultur Suspensi Sel dengan Asam Salisilat dan Metil Jasmonat 
Elisitasi dilakukan dengan cara kultur suspensi sel dari subkultur kedua ditimbang 1 
gram dan disubkultur ke dalam setiap botol media cair yang berisi 25 mL media perlakuan 
elisitor SA dan MJ. Kultur suspensi sel hasil elisitasi diamati setelah 10 hari perlakuan 
sesuai kurva pertumbuhan. Kultur suspensi sel perlakuan elisitor diinkubasi dalam 
incubator-rotaryshaker dengan kecepatan 110 rpm pada suhu 25
o
C di bawah kondisi 




pada kultur suspensi sel. Pengamatan yang dilakukan terdiri dari SCV (Settled Cell 
Volume), PCV (Packed Cell Volume), berat basah, berat kering, IP (Indeks Pertumbuhan) 
dan viabilitas sel. Pengujian kandungan metabolit sekunder (minyak atsiri jintan hitam) 
dengan menggunakan GC-MS. 
3.3.5 Evaluasi Pertumbuhan Kultur Suspensi Sel Hasil Perlakuan Elisitasi 
Persentase SCV ditentukan dengan cara mengendapkan kultur suspensi sel dalam 
gelas ukur. Kultur suspensi sel dituang kedalam gelas ukur dengan volume 25 mL. Kultur 
suspensi sel didiamkan selama 30 menit, lalu dicatat volume endapan sel yang terbentuk. 
Sel didiamkan kembali selama 30 menit dan diambil pembacaan kedua. Jika variasi antara 
pembacaan kedua lebih tinggi 5% dari pembacaan pertama, sel didiamkan kembali dan 
dilakukan pengukuran ketiga setelah 30 menit dan diambil rata-rata dari semua pembacaan 
yang diperoleh. Nilai PCV ditentukan dengan menuangkan 10 mL kultur suspensi sel ke 
dalam tabung sentrifugasi 15 mL. Tabung berisi sampel disentrifugasi pada kecepatan 200 
×g selama lima menit. Endapan sel yang terbentuk dihitung volume sel (pellet) dengan 
media cair (supernatant) (Godoy-Hernández dan Vázquez-Flota, 2012). 
Pengamatan berat basah dan berat kering sel merujuk metode penelitian terdahulu 
Permanasari (2015). Kultur suspensi sel disaring dengan menggunakan kertas saring 
whatman no.42 diameter 125 mm hingga media cair tersaring sepenuhnya selama ±lima 
jam. Sel yang telah disaring ditimbang menggunakan neraca analitik sebagai data berat 
basah sel, selanjutnya sel dikeringkan menggunakan oven suhu 60
o
C selama 12 jam. 
Setelah kering, sel kering ditimbang dengan neraca analitik sebagai data berat kering. 
Nilai IP kultur suspensi sel yang telah diberi perlakuan elisitasi selama 10 hari 
dihitung menggunakan rumus merujuk pada Godoy-Hernández dan Vázquez-Flota (2012), 
dimana IP adalah indeks pertumbuhan, Xf adalah berat akhir dan Xo adalah berat awal sel. 
Rumus perhitungan nilai IP sebagai berikut: 
   




Pengamatan viabilitas kultur suspensi sel dilakukan setelah 10 hari kultur elisitasi. 
Metode pengamatan viabilitas ini dilakukan dengan merujuk pada penelitian Khanpour-
Ardestani dkk. (2015). Kultur suspensi sel hasil perlakuan elisitasi diambil 100 µL dan 
diberi pewarna Evans Blue 0.25% dengan perbandingan (1:1) suspensi sel : evans blue. 
Larutan sampel dan pewarna diinkubasi selama lima menit. Sampel diamati dengan 




tersebut merupakan sel mati dan apabila diperoleh sel berwarna biru transparan maka sel 
hidup. Rumus perhitungan viabilitas sel merujuk pada penelitian Sari (2018) sebagai 
berikut: 
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3.3.6 Analisis Profil dan Komponen Minyak Atsiri Jitan Hitam dengan GC-MS 
Sampel biji dan kultur suspensi sel dihaluskan dengan mortar dan alu. Sampel 0,1 
gram dimaserasi dalam erlenmeyer dengan pelarut 25 mL n-heksana. Sampel diaduk 
hingga homogen dan didiamkan selama 24 jam pada suhu dingin dalam keadaan tertutup. 
Larutan sampel disaring dengan perangkat vaccum-filter dengan kertas saring whatman 
no.42, sehingga diperoleh filtrat dan ampas. Ampas dari hasil penyaringan dilakukan 
proses maserasi dan penyaringan ulang sebanyak tiga kali, sehingga diperoleh total larutan 
filtrat sebanyak 100 mL. Larutan filtrat hasil penggabungan sebanyak 100 mL didestilasi 
dengan alat rotary evaporator dan diperoleh rendemen ekstrak. Rendemen ektrak hasil 
evaporator dilarutkan kembali dengan pelarut n-heksana sebanyak 25 mL dan 
dihomogenasi dengan vortex. Larutan hasil homogenasi disaring menggunakan vaccum-
filter dengan membran filter PTFE diameter 47 mm pori 0,45 µm. Larutan hasil filtrasi 
diambil sebanyak 0,1 mL dan dimasukkan ke dalam mikrotube. Sampel dilakukan proses 
penguapan (degassing) dan selanjutnya residu hasil penguapan dianalisis dengan alat GC-
MS. 
Analisis senyawa minyak atsiri jintan hitam dilakukan dengan mengambil cairan 
hasil akhir ekstraksi minyak dari sampel biji dan kultur suspensi sel. Analisis GC-MS 
dilakukan dengan menggunakan Gas Chromatograph Mass Spectrometer SHIMADZU 
GCMS-QP2010 SE. Sampel hasil ekstraksi diinjeksi sebanyak 1 µL pada kolom ZB – 
AAA (10 mL x 0,25 mmLD Phenomenex Inc) dengan suhu Vaporization chamber 280°C, 
suhu Column oven 110°C - 320°C, suhu injeksi 200°C, tekanan konstan 15 kPa, rasio split 
127,5 dengan helium sebagai gas pembawa, suhu interface 280°C dan suhu ionisasi 200°C 
selama 60 menit. Kuantifikasi semua komponen yang teridentifikasi dan dihitung 
menggunakan persen daerah puncak relatif. Identifikasi sementara dari senyawa dilakukan 
berdasarkan perbandingan waktu retensi relatif dan spektrum massa dari data Library 






3.4 Rancangan Percobaan 
Rancangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK). Pada 
tahap induksi kalus jintan hitam variabl bebas satu faktor yang ditetapkan adalah perlakuan 
variasi antara NAA 1 mg/L dan kinetin (0; 0,5; 1; 2 dan 3 mg/L). pada tahap elisitasi 
variabel bebas dua faktor yang ditetapkan yaitu pemberian jenis elisitor (SA dan MJ) dan 
konsentrasi elisitor (0, 50, 100, 150 dan 200 µM). Setiap perlakuan pada induksi kalus dan 
elisitasi terdapat 10 ulangan. 
3.5 Analisa Data 
Data yang diperoleh dari perlakuan induksi kalus meliputi waktu muncul kalus, 
persentase eksplan hidup, persentase eksplan tumbuh kalus dan berat basah kalus dianalisis 
dengan ANOVA satu arah. Data perlakuan jenis elisitor (SA dan MJ) dan konsentrasi 
elisitor meliputi SCV, PCV, berat basah, berat kering, IP dan viabilitas sel dianalisis 
dengan menggunakan ANOVA dua arah. Apabila terdapat perbedaan nyata pada perlakuan 
maka dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test (α = 0,05). Setiap konsentrasi 






HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Pengaruh Konsentrasi Kinetin terhadap Induksi Kalus Biji Jintan Hitam 
Kalus jintan hitam dapat diinisiasi dari eksplan biji yang dikultur pada media MS + 
NAA 1 mg/L dan kinetin (0; 0,5; 1; 2 dan 3 mg/L). konsentrasi kinetin pada media induksi 
kalus biji jintan hitam berpengaruh terhadap pembentukan dan pertumbuhan kalus dari 
eksplan biji. Semakin tinggi konsentrasi kinetin maka pertumbuhan kalus semakin 
meningkat (Gambar 9). Secara umum konsentrasi kinetin tidak berpengaruh terhadap 
tekstur dan warna kalus. Kalus yang dihasilkan pada semua perlakuan bertekstur remah 
dan berwarna putih-kekuningan.  
 Konsentrasi kinetin (mg/L)  










     
Gambar 9. Respon pertumbuhan kalus dari eksplan biji jintan hitam (Nigella sativa L.) 
pada media MS dengan penambahan NAA 1 mg/L dan berbagai konsentrasi 
kinetin setelah lima minggu kultur.  
Media dengan penambahan 1 mg/L NAA tanpa kinetin hanya dapat menginduksi 
kalus dari eksplan biji dengan ukuran yang lebih kecil dan pertumbuhan lebih lambat jika 
dibandingkan dengan NAA + kinetin. Pada media tanpa pemberian kinetin menunjukkan 
pertumbuhan kalus diikuti dengan pertumbuhan kecambah pada eksplan biji. Pada 
pemberian kinetin 1 mg/L eksplan biji tidak mununjukkan pertumbuhan kecambah, namun 
pada pemberian kinetin konsentrasi 2 mg/L dan 3 mg/L menunjukkan sedikit pertumbuhan 
kecambah pada eksplan biji dan diikuti pertumbuhan kalus yang lebih besar dibandingkan 






Gambar 10. Pengaruh beberapa konsentrasi kinetin yang dikombinasikan dengan NAA 1 
mg/L terhadap induksi kalus biji jintan hitam (Nigella sativa L.) 
Keterangan: (A) waktu muncul kalus dan berat basah kalus, (B) Persentase 
eksplan hidup dan persentase eksplan membentuk kalus.  Notasi yang sama 
pada masing-masing parameter menunjukkan tidak ada pengaruh signifikan 
antara konsentrasi yang berbeda (DMRT P < 0.05) 
Kombinasi berbagai konsentrasi kintein dengan NAA 1 mg/L secara signifikan 
mempengaruhi berat basah kalus jintan hitam (Lampiran 3: LT 3.5). Kinetin dengan 
konsentrasi semakin tinggi maka semakin tinggi pula berat basah kalus yang dihasilkan. 
Pada media kontrol dan media penambahan kinetin 0,5 mg/L menunjukkan tidak ada beda 
nyata terhadap berat basah kalus (0,09 gram). Berat basah kalus mulai meningkat pada 
konsentrasi kinetin 1 mg/L, sedangkan pada konsentrasi kinetin 2 mg/L berat basah kalus 
meningkat hingga 0,17 gram dan menurun pada konsentrasi kinetin 3 mg/L. 
Konsentrasi kinetin juga berpengaruh terhadap persentase eksplan hidup dan 
persentase eksplan yang membentuk kalus (Lampiran 3: LT 3.3 dan L.T 3.4). Konsentrasi 
kinetin yang semakin tinggi maka persentase eksplan hidup dan persentase eksplan biji 
yang membentuk kalus semakin meningkat Persentase eksplan hidup dan persentase 
eksplan yang membentuk kalus pada media tanpa penambahan kinetin dan media yang 
ditambahkan kinetin 0.5 mg/L menghasilkan rata-rata dibawah 60%. Pada penambahan 
kinetin 1 mg/L mulai menunjukkan peningkatan persentase eksplan hidup dan persentase 
eksplan berkalus. Penambahan kinetin 2 mg/L dan 3 mg/L dapat secara optimal 
menginduksi pertumbuhan kalus dengan persentase eksplan hidup dan membentuk kalus 
sebesar 84 %.  
Konsentrasi kinetin tidak berpengaruh pada warna dan tekstur kalus jintan hitam, 








































































Konsentrasi kinetin (mg/L) 















































































Warna kalus yang kuning dapat dipengaruhi oleh jenis eksplan yang digunakan dan kondisi 
ruang pada induksi kalus yang menggunakan ruang inkubasi gelap. Penelitian terdahulu 
pada kultur kalus Sorgum bicolor diinkubasi dalam kondisi gelap dengan media MS 
dengan penambahan 2,4-D 3 mg/L + NAA 2.5 mg/L menghasilkan kalus berwarna putih 
kekuningan dengan tekstur kalus yang remah (Ramulifho dkk., 2019). Kalus dari eksplan 
biji dapat menghasilkan warna kuning dan tekstur kalus yang remah juga telah dilaporkan 
oleh penelitian Osman dkk. (2016) bahwa induksi kalus dengan eksplan endosperma biji 
Barringtonia racemosa diperoleh kalus berwarna kuning dan remah pada kondisi gelap 
pada media MS yang dilengkapi dengan 1,0 mg/L 2,4-D dan 1,5 mg/L kinetin. 
Keseimbangan antara konsentrasi auksin dan sitokinin yang tepat dapat mempercepat 
waktu inisiasi kalus. Hormon auksin umunya tidak mudah terdegradasi di dalam ruangan 
gelap, sehingga mempercepat waktu inisiasi kalus pada eksplan. Pelukaan pada eksplan 
biasa dilakukan untuk memicu terbentuknya kalus. Induksi kalus juga dipengaruhi oleh 
pemberian sitokinin, seperti BA (Kurniati dkk., 2016).  
Perlakuan 1 mg/L NAA dengan atau tanpa kombinasi kinetin pada media induksi 
kalus dapat menginduksi pertumbuhan kalus pada eksplan biji jintan hitam, pada media 
NAA 1 mg/L tanpa kinetin dapat menyebabkan pertumbuhan kecambah yang 
menggembung dan diikuti dengan pertumbuhan kalus, semakin tinggi konsentrasi kinetin 
maka semakin besar pengaruhnya terhadap induksi kalus pada eksplan. Pada penelitian 
terdahulu menggunakan eksplan batang dan shoot tip dari tanaman Phyla nodiflora dengan 
perlakuan media dasar MS yang ditambah dengan NAA tanpa dikombinasikan dengan 
sitokinin sudah dapat menginduksi pembentukan kalus, dengan hasil persentase eksplan 
berkalus tinggi (Ahmed dkk., 2011).  
Sridhar dan Naidu (2011) menyatakan bahwa penambahan NAA 3 mg/L + BA 0.5 
mg/L pada media induksi kalus Solanum nigrum L dapat mengasilkan kalus yang kompak 
dengan respon berkalus yang lebih tinggi. Menurut Alemi dkk. (2013) ekplan terbaik 
dalam induksi kalus jintan hitam dengan menggunakan kotiledon in vitro berumur dua 
minggu yang dikultur pada media induksi kecambah ½ MS tanpa penambahan ZPT, lalu 
disubkultur pada media induksi kalus MS dengan ZPT 2,4-D 1 mg/L dan kinetin 2,15 
mg/L di bawah kondisi gelap. Kalus tumbuh dari eksplan kotiledon dengan waktu tercepat 
selama enam hari setelah inisiasi dan diperoleh kalus yang remah-berair (friable-watery). 
Hal ini didukung oleh pernyataan Beigmohamadi dkk. (2019) kultur kalus digunakan untuk 
pembentukan kultur suspensi sel untuk inisiasi pertama. Kultur suspensi sel yang baik 




Induksi kalus jintan hitam dengan menggunakan eksplan epikotil pada media MS 
dengan penambahan NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L menghasilkan kalus terbaik dengan 
tekstur remah dan lembut (creamy and friable) yang tumbuh cepat dibandingkan dengan 
jenis eksplan yang berbeda dari kecambah jintan hitam pada kombinasi ZPT yang berbeda. 
Kombinasi NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L dan IAA 1 mg/L + BAP 2 mg/L memberikan 
respon pembentukan kalus terbaik dengan berat basah kalus epikotil yaitu 82,6% dan 
72,6%. Sitokinin atau auksin saja tidak mendukung pembentukan kalus sedangkan pada 
kontrol pertumbuhan berkurang dengan 17,24% kalus (Chaudhry dkk., 2014b). 
4.2 Pengaruh Elisitor Asam Salisilat dan Metil Jasmonat pada Pertumbuhan Kultur 
Suspensi Sel Jintan Hitam  
Fase-fase pada kurva pertumbuhan kultur suspensi sel perlu diamati sebelum 
dilakukan perlakuan elisitasi. Kurva pertumbuhan kultur suspensi sel ditentukan 
berdasarkan persentase volume endapan sel (SCV) yang diamati setiap hari selama 14 hari 
kultur (Lampiran 4). Kultur suspensi sel jintan hitam menunjukkan kurva pertumbuhan 
dengan tiga fase pertumbuhan yaitu fase lag, fase log, dan fase stasioner.  
 
Gambar 11. Kurva pertumbuhan kultur suspensi sel jintan hitam pada media cair MS + 
NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L selama 14 hari kultur 
 
Kultur suspensi sel jintan hitam pada hari pertama inisiasi hingga hari ke-2 tidak 
menunjukkan pertambahan SCV secara signifikan. Hal ini ditunjukkan SCV pada hari 
pertama inisiasi hingga hari ke-2 tidak ada beda nyata, sehingga dapat diidentifikasikan 
bahwa kultur suspensi sel berada pada fase lag (adaptasi). Kultur suspensi sel mengalami 
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pada hari ke-3 hingga hari ke-9 terdapat beda nyata, sehingga dapat diidentifikasikan 
bahwa kultur suspensi sel berada pada fase log (pertumbuhan). Kultur suspensi sel mulai 
menunjukkan tidak ada perubahan yang signifikan pada hari ke-10 hingga hari ke-14, 
sehingga dapat diidentifikasi bahwa kultur suspensi sel berada pada fase stasioner.  
Berdasarkan kurva pertumbuhan kultur suspensi sel, waktu dalam penentuan lama 
perlakuan elisitasi menggunakan asam salisilt dan metil jasmonat dilakukan pada fase awal 
stasioner yaitu pada hari ke-10 kultur. Fase awal stasioner adalah fase meningkatnya 
metabolit sekunder pada kultur sel, sehingga diharapkan metabolit sekunder (minyak atsiri) 
jintan hitam terakumulasi secara optimal pada hari ke-10. Selain akumulasi metabolit 
sekunder terjadi pada fase stasioner, pada fase itu juga sudah tidak ada penambahan 
biomassa sel sehingga pada hari ke-10 kultur diharapkan biomassa sel yang diperoleh 
sudah dalam kondisi yang optimal.  
   
   
 
Gambar 12. Viabilitas sel pada kultur suspensi sel jintan hitam pada media cair dengan 
penambahan elisitor asam salisilat setelah 10 hari kultur 
Keterangan: Uji viabilitas sel dengan pewarna Evans blue diamati 
menggunakan mikroskop binokuler pada perbesaran 10x10. Sel berwarna biru 
menandakan sel mati  
(A) 0 µM; (B) 50 µM; (C) 100 µM; (D) 150 µM dan (E) 200 µM 
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Sel hasil kultur suspensi sel jintan hitam yang diamati memiliki beberapa bentuk 
yaitu sel bulat, sel panjang dan sel koma. Secara umum pada semua perlakuan 
menunjukkan sel berbentuk bulat yang paling banyak, namun ketiga bentuk morfologi sel 
juga dapat ditemui pada semua perlakuan. Sehingga penambahan elisitor SA dan MJ tidak 
berpengaruh terhadap morfologi sel yang terbentuk pada kultur suspensi sel jintan hitam. 
   
  
 
Gambar 13.Viabilitas sel kultur suspensi sel jintan hitam pada media cair dengan 
penambahan elisitor MJ setelah 10 hari kultur.  
Keterangan: Uji viabilitas sel dengan pewarna Evans blue diamati 
menggunakan mikroskop binokuler pada perbesaran 10x10. Sel berwarna biru 
menandakan sel mati  
(A) 0 µM; (B) 50 µM; (C) 100 µM; (D) 150 µM dan (E) 200 µM 
Elisitasi menggunakan SA dan MJ pada kultur suspensi sel dapat berpengaruh 
terhadap pertumbuhan kultur suspensi sel jintan hitam. Secara umum, tingkat pertumbuhan 
kultur suspensi sel jintan hitam hasil elisitasi mengalami penurunan pertumbuhan. 
Perlakuan elisitor SA maupun MJ dengan konsentrasi tinggi dapat menurunkan viabilitas 
kultur suspensi sel jintan hitam. Semakin tinggi konsentrasi elisitor viabilitas sel pada 
kultur suspensi sel semakin menurun. Penambahan elisitor SA secara signifikan dapat 
mempengaruhi persentase viabilitas sel, pada kultur suspensi sel tanpa pemberian elisitor 
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diperoleh sel-sel hidup yang lebih banyak dari sel-sel mati. Semakin tinggi konsentrasi 
elisitor SA semakin tinggi kematian sel pada kultur suspensi sel (Gambar 12). Hal tersebut 
juga ditunjukkan pada kultur suspensi sel dengan elisitor MJ, semakin tinggi konsentrasi 
elisitor MJ maka viabilitas sel pada kultur suspensi sel semakin menurun (Gambar 13). 
Elisitor SA lebih berpengaruh terhadap kematian sel pada kultur suspensi sel 
dibandingankan dengan elisitor MJ.  
Elisitor SA maupun MJ berpengaruh terhadap volume endapan sel pada kultur 
suspensi sel jintan hitam. Pemberian konsentrasi elisitor SA maupun MJ yang berbeda 
tidak berpengaruh terhadap penurunan endapan sel pada pengamatan SCV (Gambar 14). 
Volume endapan sel pada kontrol lebih berwarna kuning muda dan lebih tinggi 
dibandingkan dengan volume endapan sel pada kultur suspensi sel perlakuan SA dan MJ. 
Elisitasi SA dan MJ pada kultur suspensi sel mempengaruhi warna endapan sel setelah 
disentrifugasi (PCV) (Gambar 15). Endapan sel yang terbentuk menunjukkan warna 
kuning kecoklatan pada kontrol dan kuning kehitaman hingga kecoklatan pada perlakuan 
elisitor. Pemberian elisitor SA lebih cenderung berwarna kecoklatan dibandingkan dengan 
perlakuan dengan elisitor MJ.  
 
 
Gambar 14. Pengaruh pemberian elisitor SA dan MJ terhadap volume endapan sel (SCV) 




Kultur suspensi sel dengan penambahan elisitor SA 100 µM menunjukkan warna 
endapan sel kecoklatan, sedangkan pada perlakuan SA 200 µM sel yang dihasilkan 
berwarna coklat. Perlakuan menggunakan elisitor MJ menunjukan warna endapan sel 
kuning kecoklatan, ditunjukkan pada perlakuan MJ 50 - 100 µM. Perubahan warna 
endapan sel akan semakin gelap dengan bertambahnya konsentrasi elisitor MJ. 
 
 
Gambar 15. Pengaruh pemberian elisitor SA dan MJ terhadap volume sel setelah 
sentrifugasi (PCV) kultur suspensi sel jintan hitam (Nigella sativa L.) 
Pemberian elisitor SA dan MJ pada kultur suspensi sel selama 14 hari berpengaruh 
terhadap pertumbuhan kultur suspensi sel jintan hitam. Hasil ANOVA dua arah 
menunjukkan bahwa SCV, PCV, berat basah, berat kering dan indeks pertumbuhan kultur 
sel jintan hitam dipengaruhi oleh konsentrasi elicitor tetapi tidak dipengaruhi oleh jenis 
elisitor dan interaksi antara jenis elisitor dan konsentrasi elisitor. Elisitasi dengan 
menggunakan SA dan MJ pada kultur suspensi sel secara signifikan menurunkan SCV, 
PCV, berat basah sel, berat kering sel, indeks pertumbuhan dan viabilitas sel (Gambar 16). 
Semakin tinggi konsentrasi elisitor semakin besar penghambatan pertumbuhan kultur 
suspensi sel dan penurunan viabilitas sel. 
Pemberian elisitor SA dan MJ pada medium menurunkan persentase SCV pada 
kultur suspensi sel (Lampiran 5: LT 5.2), namun persentase SCV pada kultur suspensi sel 
hasil elisitasi dari kedua jenis elisitor tidak berbeda secara sinifikan. Kultur suspensi sel 
pada kontrol menunjukkan persentase SCV sekitar 12%, sedangkan persetase SCV pada 
kultur suspensi sel dengan pemberian elisitor SA dan MJ konsentrasi 50 - 200 µM berkisar 
antara 8,8-10,0 %. Tidak ada perbedaan signifikan pada persentase SCV dari kultur 









Gambar 16. Pengaruh pemberian elisitor SA dan MJ terhadap pertumbuhan kultur suspensi 
sel jintan hitam (Nigella sativa L.) setelah 10 hari kultur 
Keterangan: (A) volume endapan sel (SCV), (B) volume sel setelah 
disentrifugasi (PCV), (C) berat basah (BB), (D) berat kering (BK), (E) indeks 
pertumbuhan dan (F) persentase viabilitas sel 
Notasi huruf yang sama pada jenis elisitor yang sama pada parameter SCV, 
PCV, BB, BK dan IP menunjukkan tidak ada pengaruh signifikan antara 
konsentrasi yang berbeda. Notasi yang sama pada parameter viabilitas sel 
menunjukkan tidak ada pengaruh signifikan antara interaksi jenis elisitor dan 
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Packed cell volume dari kultur suspensi sel jintan hitam dipengaruhi oleh konsenrasi 
elisitor tetapi tidak dipengaruhi oleh jenis elisitor SA dan MJ (Lampiran 5: LT 5.3). 
Elisitor SA dan MJ menurunkan PCV pada kultur suspensi sel jintan hitam. Penurunan 
PCV mulai terjadi pada pemberian elisitor konsentrasi 50 µM. Semakin tinggi konsentrasi 
elisitor (50-200 µM), penurunan PCV semakin meningkat (Gambar 16 B). Packed cell 
volume pada kultur suspensi sel tanpa elisitasi sebesar 0,74 mL. Pada kultur suspensi 
dengan elsiitasi SA dan MJ 50 µM sebesar 0,64 mL dan 0,63 mL, sedangkan pada kultur 
suspensi dengan elisitor SA dan MJ 200 µM sebesar 0,53 mL dan 0,50 mL. 
Pemberian elisitor SA dan MJ pada medium menurunkan berat basah sel pada kultur 
suspensi sel (Lampiran 5: LT 5.4), namun berat basah sel pada kultur suspensi sel hasil 
elisitasi dari kedua jenis elisitor tidak berbeda secara sinifikan. Kultur suspensi sel tanpa 
pemberian elisitor menunjukkan berat basah sel sekitar 2,2 gram, sedangkan berat basah 
sel pada kultur suspensi sel dengan pemberian elisitor SA dan MJ konsentrasi 50 - 200 µM 
berkisar antara 1,8 gram - 1,5 gram. Tidak ada perbedaan signifikan pada berat basah sel 
dari kultur suspensi sel pada beberapa konsentrasi elisitor (Gambar 16 C). 
Berat kering sel pada kultur suspensi sel jintan hitam dipengaruhi oleh konsentrasi 
elisitor tetapi tidak dipengaruhi oleh jenis elisitor (SA dan MJ). Elisitor SA dan MJ pada 
media dapat menyebabkan penurunan berat kering sel (Lampiran 5: LT 5.5). Berat kering 
sel tanpa perlakuan elisitor diperoleh sebesar 0,0758 gram. Pada elisitor SA 50-150 µM 
terjadi penurunan berat kering sel dan tidak menunjukkan beda nyata, namun mulai terlihat 
berbeda nyata pada konsentrasi 200 µM. penambahan elisitor MJ 50-200 µM tidak 
menunjukkan berbeda nyata terhadap penurunan berat kering sel.  
Indeks pertumbuhan pada kultur suspensi sel jintan hitam dipengaruhi oleh 
konsentrasi elisitor tetapi tidak dipengaruhi oleh jenis elisitor (Lampiran 5: LT 5.5). 
Elisitor SA dan MJ menyebabkan penurunan IP pada kultur suspensi sel jintan hitam. 
Penurunan IP mulai terjadi pada pemberian elisitor konsentrasi 50 µM. Semakin tinggi 
konsentrasi elisitor (50-200 µM) maka semakin menurunkan IP (Gambar 16 E). Indeks 
pertumbuhan pada kultur suspensi sel tanpa elisitor sebesar 1,2. Pada kultur suspensi 
dengan elsitor SA dan MJ 50 µM sebesar 0,89 dan 0,83, sedangkan pada kultur suspensi 
dengan elisitor SA dan MJ 200 µM sebesar 0,58 dan 0,51.  
Viabilitas sel pada kultur suspensi sel jintan hitam dipengaruhi oleh konsentrasi 
elisitor dan jenis elisitor (Lampiran 5: LT 5.5). interaksi antara konsentrasi dan jenis 
elisitor menyebabkan penurunan viabilitas sel pada kultur suspensi sel jintan hitam. Elisitor 




sel. Konsentrasi SA dan MJ mampu memberikan hasil yang berbeda secara signifikan. 
(Lampiran 5: LT 5.7). Rata-rata viabilitas sel pada kultur suspensi sel kontrol 
menghasilkan persentase 56%. Elisitor SA cenderung menunjukkan viabilitas sel yang 
menurun secara signifikan pada setiap peningkatan konsentrasi yang diberikan. Elisitor  
SA konsentrasi 50 dan 100 µM menghasilkan viabilitas sel sebanyak 37,8 dan 27,0 %, 
sedangkan elisitor MJ dengan konsentrasi 50 dan 100 µM menunjukkan viabilitas sel 42,5 
% dan 32,8 %. Rata-rata viabilitas sel pada perlakuan SA dan MJ mulai menunjukkan 
perbedaan yang signifikan pada konsentrasi 150 - 200 µM (Lampiran 6: LT. 6.4 dan LT. 
6.5) Pada perlakuan SA 150 µM viabilitas sel terlihat sangat rendah hanya mencapai 10,29 
% sedangkan pada MJ 150 µM memiliki lebih banyak persentase sel yang hidup sebesar 
24,94 %, pada konsentrasi SA 200 µM hanya diperoleh rata-rata sel yang masih hidup 
sebesar 2,8% dari total sel dalam satu bidang pandang, sedangkan pada MJ 200 µM 
diperoleh rata-rata sel hidup lebih tinggi 13,7% dibandingkan perlakuan SA 200 µM. 
bahkan viabilitas sel pada perlakuan MJ 200 µM juga lebih tinggi dibandingkan dengan 
perlakuan SA 150 µM.  
Perbedaan warna endapan kultur suspensi sel pada pengamatan PCV yang 
menunjukkan warna sel kuning-kecoklatan hingga coklat-kehitaman pada setiap 
peningkatan konsentrasi elisitor dapat mengindikasikan bahwa endapan sel kultur suspensi 
mengandung banyak sel yang mati. Tingkat kematian sel yang tinggi pada perlakuan SA 
juga ditunjukan pada pengamatan viabilitas sel. Hal ini dijelaskan pada penelitian 
terdahulu menyatakan pencoklatan (browning) pada kultur suspensi sel dan kultur kalus 
pada media padat dapat menyebabkan penurunan viabilitas sel, penurunan kemampuan 
regenerasi, pertumbuhan yang buruk, dan bahkan kematian (He dkk., 2009; Li dkk., 2016). 
Konsentrasi elisitor yang tinggi dapat menurunkan viabilitas sel dengan ditandai 
perubahan warna pada kultur suspensi sel jintan hitam, hal ini diperkuat oleh pernyataan 
Gadzovska dkk. (2012) bahwa konsentrasi SA 50 dan 250 µM, dapat menyebabkan 
viabilitas kultur suspensi sel menurun masing-masing hingga 20% dan 35%. Perlakuan 
elisitasi SA pada kalus dengan warna hijau dapat merubah menjadi warna merah dan 
kecoklatan dengan konsentrasi 100 µM selama minggu terakhir kultur. Viabilitas sel yang 
menurun setelah perlakuan elisitasi jasmonat juga telah dilaporkan oleh Sák dkk. (2021) 
bahwa viabilitas sel dalam kultur dengan pemberian elisitor jasmonat menurun seiring 
waktu. Pada awal pengamatan yaitu pada hari ke-6 subkultur pasca ke media baru sebesar 





Mustafa dkk. (2011) menyatakan pada akhir fase lag hingga fase eksponensial, 
persentase SCV sel meningkat kemudian penurunan laju pertumbuhan diamati bersamaan 
dengan pencoklatan kultur suspensi sel. Sebelum dilakukan perlakuan elisitasi kultur 
suspensi sel disubkultur dua kali selanjutnya diberi perlakuan elisitasi kultur suspensi sel 
dengan menggunakan media yang sama namun dengan penambahan elisitor. Hal ini 
didukung oleh penelitian sebelumnya yang menyatakan kultur suspensi sel sebelum 
dilakukan perlakuan elisitasi, sebaiknya disubkultur pada media baru sebanyak dua kali 
hingga sel-sel homogen. Subkultur suspensi sel dilakukan setiap 9-10 hari sekali (Alemi 
dkk., 2013; Srinivasan, 2018).  
Pertumbuhan kultur suspesi sel Sorgum bicolor dalam kondisi gelap pada penelitian 
Ramulifho dkk. (2019) menunjukkan fase eksponensial meningkat hingga hari ke-10, 
sedangkan fase stasioner pada hari ke-10 hingga ke-14. Penentuan fase awal stasioner yang 
digunakan dalam penentuan waktu subkultur dan waktu perlakuan elisitasi disebabkan 
pada fase ini kandungan metabolit sekunder pada konsentrasi tertinggi. Menurut 
Khanpour-Ardestani dkk. (2015) menyatakan bahwa kandungan asetosida dalam kultur 
suspensi sel Scrophularia striata meningkat selama fase pertumbuhan eksponensial dan 
optimal pada fase puncak/ awal fase diam pada hari ke-15. Kandungan maksimum 
acteoside diperoleh pada awal fase diam sebanyak 14,25 µg/g BB. Hal ini didukung juga 
oleh penelitian sebelumnya, menurut Beigmohamadi dkk. (2019) pada kultur suspensi sel 
Plumbago europaea L. dengan penambahan 0,5 mg/L NAA + 2 mg/L BA pada hari ke-18 
awal fase stasioner mengandung plumbagin maksimal 0,9 mg/g BK pada kultur suspensi 
sel yang diinkubasi di bawah kondisi gelap. Penelitian terdahulu pada kultur suspensi sel 
jintan hitam dari eksplan epikotil dengan media MS + NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L yang 
diinkubasi pada suhu 25 ± 2°C dengan fotoperiode 16/8 pada 110 rpm menunjukkan kurva 
pertumbuhan sigmoid. Kurva pertumbuhan diperoleh fase stasioner yang panjang diperoleh 
pada hari ke-19 hingga hari ke-31 setelah inisiasi. Kurva pertumbuhan menurun perlahan 
pada hari ke-20 higga akhir pengamatan. Pada kultur suspensi sel jintan hitam pada 
perlakuan media NAA 1 mg/L + Kinetin 2 mg/L juga dilaporkan terjadi peningkatan 
persentase terpenoid non-polar 11,5% (Chaudhry dkk., 2014b). 
Pemberian elisitor SA dan MJ berpengaruh tidak signifikan terhadap penurunan 
biomassa kultur suspensi sel jintan hitam. Walaupun tidak berpengaruh secara signifikan, 
elisitor MJ tampak cenderung lebih menghambat dibandingkan dengan elisitor SA. Pada 
parameter viabilitas sel, elisitor SA dan MJ memberikan pengaruh yang berbeda secara 




(Lampiran 5). Pertumbuhan sel terhambat dan berkurangnya biomassa pada kultur suspensi 
sel setelah elisitasi dengan SA dan MJ juga dilaporkan Mendoza dkk. (2018) pada kultur 
suspensi Thevetia peruviana. Penambahan SA 300 µM dan MJ 3 µM selama 96 jam dapat 
menurunkan berat kering sel sebanyak 0,51 gram/L dan 2,92 gram/L dibandingkan dengan 
kontrol. Pada kultur suspensi sel Cannabis sativa, elisitor SA tidak menurunkan laju 
pertumbuhan maupun viabilitas sel secara signifikan, sedangkan penambahan elisitor JA 
dan MJ menyebabkan penurunan laju pertumbuhan kultur suspensi sel Cannabis sativa. 
Kultur suspensi sel yang diberi perlakuan MJ menunjukkan penurunan indeks 
pertumbuhan sebesar 20-23% setelah 4 hari kultur. Perlakuan penambahan MJ pada media 
kultur sel menunjukkan penurunan laju pertumbuhan dan biomassa (Gabotti dkk., 2019).  
Penambahan elisitor SA pada kultur suspensi sel jintan hitam menunjukan tingkat 
kematian yang lebih tinggi dibandingkan dengan elisitor MJ. Pada konsentrasi 100 µM 
menunjukan perbedaan viabilitas sel yang signifikan pada kedua elisitor. Hal ini 
disebabkan elisitor SA selain mengiduksi peningkatan senyawa metabolit sekunder pada 
sel juga dapat menyebabkan tingkat nekrosis yang tinggi pada sel tumbuhan sebagai 
bentuk pertahanan diri dari patogen. Asam salisilat terlibat dalam induksi Programed Cell 
Death (PCD) sel mati terprogram yang terkait dengan respons pertahanan patogen karena 
kadar SA meningkat sebagai respons terhadap infeksi yang memicu PCD (Brodersen dkk., 
2005). Asam salisilat dapat memberikan respon hipersensitif (HR) terhadap patogen yang 
menyerang. Mekanisme HR dipicu secara lokal pada serangan patogen untuk menginduksi 
respon pertahanan yang menyebabkan kematian sel yang terinfeksi. Akumulasi SA yang 
berpengaruh pada HR menunjukkan bahwa SA berkontribusi untuk mengontrol waktu dan 
luasnya kematian sel (Alvarez, 2000). 
Elisitor MJ menyebabkan tingkat kematian yang lebih rendah dari elisistor SA, 
namun biomassa hasil perlakuan MJ lebih sedikit dibanding SA. Menurut penelitian 
terdahulu, Hasil ini mungkin disebabkan oleh fakta bahwa nekrosis yang disebabkan oleh 
stres dapat dipulihkan dengan peningkatan konsentrasi MJ eksogen (Balusamy dkk., 2015). 
penambahan elisitor JA dan MJ eksogen menyebabkan pertumbuhan terhambat pada 
tanaman in vivo maupun kultur suspensi sel, hal ini disebabkan JA dan MJ dapat 
penekanan pembelahan sel (mitosis) (Gabotti dkk., 2019). Efek utama JA/MJ eksogen pada 
siklus sel. Asam jasmonat dapat menyebabkan penahanan sel dalam fase G1 dan G2, 
meningkatkan jumlah sel yang tertahan di fase G0 dan G1, dan menurunkan jumlah sel 




4.3 Profil Komponen dan Kadar Minyak Atsiri Jintan Hitam pada Kultur Suspensi 
Sel Hasil Elisitasi dengan Asam Salisilat dan Metil Jasmonat 
Hasil analisis GC-MS pada biji dan kultur suspensi sel jintan hitam menunjukkan 
bahwa pada kedua sampel mempunyai komponen minyak atsiri jintan hitam yang hampir 
sama Jumlah komponen senyawa minyak atsiri pada biji teridentifikasi sebanyak 71 
komponen dan pada kultur suspensi sel teridentifikasi  70 komponen (Gambar 17).  
 
 
Gambar 17. Kromatogram komponen senyawa minyak biji jintan hitam dan kultur suspensi 
sel kontrol. Keterangan: (A) biji jintan hitam dan (B) kultur suspensil sel jintan 
hitam  
Komponen utama minyak jintan hitam pada biji dan kultur suspensi sel teridentifikasi 
komponen senyawa yang sama berupa ρ-cymene, α-thujene, β-pinene, thymol dan 
thymoquinone. Pada biji jintan hitam senyawa yang tidak ditemukan adalah octen-1-ol, 
acetate, Calacorene dan 1,5-dimethyl 1 vinyl 4 hexenyl butyrate. Kultur suspensi sel jintan 
hitam tidak ditemukan senyawa Phellandral, 4-hexen-1-ol, 5-methyl-2-(1-







Komponen senyawa minyak jintan hitam pada biji dan kultur suspensi sel terdapat 10 
senyawa dominan antara lain thymoquinone (4,700 % pada biji dan 4,722 % pada 
suspensi), trans – 4 - methoxythujane (3,877% pada biji dan 3,895% pada suspensi), 
thymohydroquinone (3,481% pada biji dan 3,497% pada suspensi), dithymoquinone 
(3,407% pada biji dan 3,422% pada suspensi), β-pinene (3,265 % pada biji dan 3,280 % 
pada suspensi), thymol (3,194% pada biji dan 3,209% pada suspensi), 2-methyl-5-(1-
methylethyl) –2,5-cyclohexadiene-1,4 –dione (3,191% pada biji dan 3,206%), myristicin 
(3,068% pada biji dan 3,082% pada suspensi), n-tetradecane (2,736% pada biji dan 
2,749% pada suspensi) dan 4-terpineol (2,727 % pada biji dan 2,739 % pada suspensi) 
(Tabel 1). 
Senyawa utama pada biji dan kultur suspensi sel secara berturut-turut meliputi 
Thymoquinone (4,700% pada biji dan 4,722% pada biji), thymol (3,194% pada biji dan 
3,209% pada biji),  β-pinene (3,265% pada biji dan 3,280% pada biji), α-thujene (2,145% 
pada biji dan 2,154% pada biji) dan ρ-cymene (0,535 % pada biji dan 0,537% pada biji). 
Komponen utama minyak jintan hitam dari biji dan kultur suspensi sel merupakan senyawa 
yang dominan dan memiliki kelimpahan yang tinggi. Secara umum kelimpahan senyawa 
dominan maupun senyawa utama pada kultur suspensi sel jintan hitam lebih tinggi 
dibandingan pada biji jintan hitam (Tabel 1). 
Tabel 1. Komponen kimia minyak jintan hitam hasil analisis GC-MS pada biji dan kultur 
suspensi sel  






suspensi sel  
1 Cyclosativene 1,312 C15H24 0,286 0,287 
2 Nonane 8,854 C9H20 0,184 0,185 
3 Mesitylene 8,999 C9H12 0,500 0,503 
4 ρ-cymene* 9,375 C10H14 0,535 0,538 
5 1,5,8-r-menthatriene 12,646 C10H14 0,292 0,293 
6 1-ethyl-2,3-dimethyl benzene 12,651 C10H14 0,358 0,360 
7 α-phellandrene 12,852 C10H16 1,844 1,853 




12,854 C10H16 1,125 1,131 
10 Anisaldehyde 12,855 C8H8O2 0,502 0,504 
11 1-methyl-3-propyl benzene 12,858 C10H14 0,346 0,348 
12 α-thujene* 13,694 C10H16 2,145 2,156 
13 α-pinene 13,704 C10H16 1,656 1,665 




Lanjutan tabel 1 






 suspensi sel 
14 β-pinene* 13,706 C10H16 3,265 3,282 
15 Camphene 13,722 C10H16 1,340 1,347 
16 Myrcene 13,737 C10H16 1,130 1,136 
17 Limonene 13,746 C10H16 1,540 1,548 
18 α-ocimene 14,185 C10H16 0,316 0,300 
19 γ-terpinene 14,286 C10H16 1,347 1,354 
20 3-methyl nonane 14,313 C10H22 0,997 1,003 
21 n-decane 14,315 C10H22 0,565 0,567 
22 Anethole 14,710 C10H12O 0,502 0,505 
23 Estragole 14,714 C10H12O 1,129 1,135 
24 Thymol* 15,005 C10H14O 3,194 3,211 
25 2-(4-methylphenyl) propan-2-ol 15,006 C10H14O 0,850 0,855 
26 2-methyl-5-(1-methyl ethyl)phenol 15,009 C10H14O 1,497 1,505 
27 Carvacrol 15,010 C10H14O 2,105 2,116 
28 Ocimenone 15,015 C10H14O 0,680 0,683 
29 Pinocarvone 15,017 C10H14O 1,127 1,134 
30 Carvone 15,009 C10H14O 2,145 2,156 
31 (4E)-7-methyl-3- methylideneocta-4,6-dien-2-ol 15,029 C10H16O 1,656 1,665 
32 Dihydrocarvone 15,032 C10H16O 1,303 1,310 
33 Fenchone 15,202 C10H16O 1,404 1,411 
34 Phellandral 15,275 C10H16O 0,193 - 
35 Sabinene 16,005 C10H16O 1,726 1,735 
36 4-terpineol 16,031 C10H18O 2,727 2,741 
37 4-hexen-1-ol, 5-methyl-2-(1-methylethenyl),(R) 16,038 C10H18O 0,378 - 
38 Borneol 16,048 C10H18O 1,656 1,665 
39 3-cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1(1 methylethyl),(R) 16,085 C10H18O 0,277 0,248 
40 4-methyl-1-(1-methyl ethyl)-3-cyclohexen-1-ol 16,086 C10H18O 1,126 1,132 
41 Linalool 16,119 C10H18O 1,478 1,486 




18,612 C10H12O2 3,191 3,208 
44 Thymoquinone* 18,614 C10H12O2 4,700 4,725 
45 Thymohydroquinone 18,675 C10H14O2 3,481 3,499 
46 trans-4-methoxythujane 18,740 C11H20O 3,877 3,897 
47 octen-1-ol, acetate 19,243 C10H18O2 - 0,418 
48 Hexyl butyrate 19,318 C10H20O2 0,582 0,553 
49 Damascenine 20,057 C10H13NO 2,390 2,403 
50 n-tetradecane 20,058 C10H34 2,736 2,751 
51 2,6-octadien-1-ol,-3,7- dimethyl, acetate,(Z) 20,122 C12H20O2 0,378 0,359 
52 Myristicin 20,140 C11H12O3 3,068 3,084 




Lanjutan tabel 1 






 suspensi sel 
53 Calacorene 20,399 C15H20 - 0,298 
54 n-octyl isobutyrate 20,403 C12H24O2 1,147 1,153 
55 Calamine 20,512 C15H22 0,277 - 
56 2,6,6,9-tetramethyl tricycle [5.4.0.0(2,8)] undec-9-ene 20,514 C15H24 1,569 1,577 
57 β-elemene 20,591 C15H24 0,449 0,427 
58 Germacrene D 20,617 C15H24 0,355 0,337 
59 Longifolene 20,629 C15H24 3,477 3,495 




24,789 C15H24 1,865 1,875 
62 α-selinene 24,798 C15H24 0,454 0,431 
63 t-muurolol 26,556 C15H26O 0,287 0,278 
64 di-epi-α-cedrene 29,671 C15H24 0,450 0,427 
65 spiro[5.5]undec-2-ene,3,7,7- trimethyl-11-methylene,(-) 29,938 C15H24 0,276 - 
66 α-copaene 29,956 C15H24 1,534 1,542 
67 α-longicyclene 29,958 C15H24 2,106 2,117 
68 α-longipinene 29,960 C15H24 1,517 1,525 
69 Apiol 30,418 C12H14O4 1,937 1,948 
70 n-hexadecane 30,794 C16H34 1,200 1,206 
71 α-cadinol 31,375 C15H26O 0,291 0,277 
72 1,5-dimethyl 1 vinyl  4 hexenyl butyrate 35,617 C14H24O2 - 0,458 
73 pimara-8(14),15-diene 41,630 C20H32 0,857 0,862 
74 Dithymoquinone 41,836 C20H24O4 3,407 3,424 
Keterangan: (*): komponen senyawa utama 
Hasil analisis GC-MS pada kultur suspensi sel jintan hitam hasil perlakuan elisitasi 
dengan SA dan MJ menunjukkan jumlah komponen senyawa minyak atsisi yang bervariasi  
(Tabel 2). Jumlah komponen minyak atsiri jintan hitam pada kultur suspensi sel hasil 
pemberian elisitor MJ 50 µM sebanyak 71 komponen, pada pemberian elisitor SA 50 µM 
dan 200 µM sebanyak 72 komponen dan pemberian elisitor SA 100 -150 µM serta MJ 
100-200 µM sebanyak 74 komponen (Lampiran 7). Komponen senyawa yang tidak 
terindetifikasi pada perlakuan SA 50 µM adalah α-ocimene dan t-muurolol, sedangkan 
pada perlakuan SA 200 µM senyawa yang tidak terindetifikasi adalah 3-cyclohexen-1-ol, 
4-methyl- 1(1 methylethyl),(R) dan octen-1-ol, acetate. Komponen senyawa yang tidak 
terindetifikasi pada perlakuan MJ 50 µM Phellandral, 3-cyclohexen-1-ol, 4-methyl- 1(1 





Tabel 2. Komponen kimia minyak jintan hitam hasil analisis GC-MS kultur suspensi sel 
hasil elisitasi dengan SA dan MJ 
No. Komponen Senyawa 
Kelimpahan (%) 
Biji Kontrol 
Asam salisilat (µM) Metil jasmonat (µM) 
50 100 150 200 50 100 150 200 
1 Cyclosativene 0,286 0,287 0,284 0,282 0,282 0,284 0,284 0,282 0,280 0,282 
2 Nonane 0,184 0,185 0,183 0,181 0,182 0,183 0,183 0,182 0,180 0,182 
3 Mesitylene 0,500 0,503 0,497 0,494 0,494 0,497 0,498 0,494 0,545 0,494 
4 ρ-cymene* 0,535 0,538 0,531 0,528 0,528 0,532 0,532 0,528 0,579 0,528 
5 1,5,8-r-menthatriene 0,292 0,293 0,290 0,288 0,288 0,290 0,290 0,288 0,286 0,288 
6 1-ethyl-2,3-dimethyl benzene 0,358 0,360 0,356 0,353 0,353 0,356 0,356 0,354 0,351 0,353 








1,125 1,131 1,118 1,111 1,111 1,119 1,119 1,111 1,213 1,111 
10 Anisaldehyde 0,502 0,504 0,498 0,495 0,495 0,499 0,499 0,496 0,491 0,495 
11 1-methyl-3-propyl benzene 0,346 0,348 0,344 0,342 0,342 0,345 0,345 0,342 0,339 0,342 
12 α-thujene* 2,145 2,156 2,131 2,118 2,118 2,134 2,134 2,119 2,101 2,118 
13 α-pinene 1,656 1,665 1,646 1,636 1,636 1,648 1,648 1,637 1,622 1,636 
14 β-pinene* 3,265 3,282 3,244 3,225 3,225 3,248 3,249 3,226 3,198 3,225 
15 Camphene 1,340 1,347 1,332 1,324 1,324 1,333 1,333 1,324 1,313 1,324 
16 Myrcene 1,130 1,136 1,123 1,116 1,116 1,124 1,124 1,116 1,107 1,116 
17 Limonene 1,540 1,548 1,530 1,521 1,521 1,532 1,532 1,521 1,508 1,521 
18 α-ocimene 0,316 0,300 - 0,312 0,312 0,315 0,315 0,312 0,310 0,312 
19 γ-terpinene 1,347 1,354 1,339 1,331 1,331 1,340 1,341 1,331 1,320 1,331 
20 3-methyl nonane 0,997 1,003 0,991 0,985 0,985 0,992 0,992 0,985 0,977 0,985 
21 n-decane 0,565 0,567 0,561 0,558 0,558 0,562 0,562 0,528 0,553 0,558 
22 Anethole 0,502 0,505 0,499 0,496 0,496 0,499 0,499 0,496 0,492 0,496 
23 Estragole 1,129 1,135 1,122 1,115 1,115 1,123 1,124 1,116 1,106 1,115 
24 Thymol* 3,194 3,211 3,174 3,155 3,155 3,178 3,179 3,156 3,129 3,155 
25 2-(4-methylphenyl) propan-2-ol 0,850 0,855 0,845 0,840 0,840 0,846 0,846 0,840 0,833 0,840 
26 2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol 1,497 1,505 1,487 1,478 1,478 1,489 1,489 1,479 1,466 1,478 
27 Carvacrol 2,105 2,116 2,092 2,079 2,079 2,094 2,095 2,080 2,062 2,079 
28 Ocimenone 0,680 0,683 0,676 0,672 0,672 0,677 0,677 0,672 0,666 0,672 
29 Pinocarvone 1,127 1,134 1,120 1,114 1,114 1,122 1,122 1,114 1,104 1,114 
30 Carvone 2,145 2,156 2,131 2,119 2,119 2,134 2,134 2,119 2,101 2,119 
31 
(4E)-7-methyl-3- 
Methylideneocta -4,6- dien-2-ol 
1,656 1,665 1,646 1,636 1,636 1,648 1,648 1,637 1,622 1,636 
32 Dihydrocarvone 1,303 1,310 1,295 1,287 1,287 1,297 1,297 1,288 1,277 1,287 
33 Fenchone 1,404 1,411 1,395 1,387 1,387 1,397 1,397 1,387 1,375 1,387 
34 Phellandral 0,193 - 0,192 0,191 0,191 0,192 - 0,191 0,189 0,191 
35 Sabinene 1,726 1,735 1,716 1,705 1,705 1,717 1,718 1,706 1,691 1,705 




0,378 - 0,376 0,374 0,374 0,376 0,376 0,374 0,370 0,373 





Lanjutan tabel 2 
No. Komponen Senyawa 
Kelimpahan (%) 
Biji Kontrol 
Asam salisilat (µM) Metil jasmonat (µM) 
50 100 150 200 50 100 150 200 








1,126 1,132 1,119 1,112 1,112 1,120 1,121 1,113 1,103 1,112 
41 Linalool 1,478 1,486 1,469 1,460 1,460 1,471 1,471 1,461 1,448 1,460 




3,191 3,208 3,171 3,152 3,152 3,175 3,176 3,153 3,126 3,152 
44 Thymoquinone* 4,700 4,725 4,671 4,643 4,643 4,676 4,678 4,644 4,827 4,643 
45 Thymohydroquinone 3,481 3,499 3,459 3,438 3,438 3,463 3,464 3,439 3,632 3,438 
46 trans-4-methoxythujane 3,877 3,897 3,853 3,830 3,830 3,857 3,859 3,831 3,798 3,830 
47 octen-1-ol, acetate - 0,418 0,437 0,434 0,434 - 0,438 0,434 0,431 0,434 
48 Hexyl butyrate 0,582 0,553 0,578 0,575 0,575 0,579 0,579 0,575 0,570 0,575 
49 Damascenine 2,390 2,403 2,375 2,361 2,361 2,378 2,379 2,362 2,341 2,361 




0,378 0,359 0,375 0,373 0,373 0,376 0,376 0,373 0,370 0,373 
52 Myristicin 3,068 3,084 3,048 3,030 3,030 3,052 3,053 3,031 3,005 3,031 
53 Calacorene - 0,298 0,311 0,309 0,309 0,312 0,312 0,310 0,307 0,309 
54 n-octyl isobutyrate 1,147 1,153 1,140 1,133 1,133 1,141 1,141 1,133 1,124 1,133 




1,569 1,577 1,559 1,550 1,550 1,561 1,561 1,550 1,537 1,550 
57 β-elemene 0,449 0,427 0,446 0,444 0,444 0,447 0,447 0,444 0,440 0,444 
58 Germacrene D 0,355 0,337 0,353 0,351 0,351 0,353 0,353 0,351 0,348 0,350 
59 Longifolene 3,477 3,495 3,455 3,435 3,435 3,459 3,460 3,436 3,406 3,435 




1,865 1,875 1,854 1,842 1,842 1,856 1,856 1,843 1,827 1,842 
62 α-selinene 0,454 0,431 0,451 0,448 0,448 0,452 0,452 0,449 0,445 0,448 
63 t-muurolol 0,287 0,278 - 0,284 0,284 0,286 0,286 0,284 0,282 0,284 




0,276 - 0,275 0,273 0,273 0,275 0,275 0,273 0,271 0,273 
66 α-copaene 1,534 1,542 1,525 1,516 1,516 1,527 1,527 1,516 1,503 1,516 
67 α-longicyclene 2,106 2,117 2,093 2,080 2,080 2,095 2,096 2,081 2,063 2,080 
68 α-longipinene 1,517 1,525 1,507 1,500 1,500 1,509 1,509 1,499 1,486 1,498 
69 Apiol 1,937 1,948 1,925 1,914 1,914 1,928 1,928 1,914 1,898 1,914 
70 n-hexadecane 1,200 1,206 1,192 1,185 1,185 1,194 1,194 1,186 1,175 1,185 
71 α-cadinol 0,291 0,277 0,289 0,288 0,288 0,290 0,290 0,288 0,285 0,287 
72 
1,5-dimethyl 1 vinyl  4 hexenyl 
butyrate 
- 0,458 0,479 0,476 0,476 0,480 0,480 0,476 0,472 0,476 
73 pimara-8(14),15-diene 0,857 0,862 0,852 0,847 0,847 0,853 0,853 0,847 0,840 0,847 
74 Dithymoquinone 3,407 3,424 3,385 3,365 3,365 3,389 3,390 3,366 3,504 3,365 




Komponen utama senyawa minyak atsiri jintan hitam pada kultur suspensi sel hasil 
perlakuan elisitasi menunjukkan kelimpahan yang berbeda-beda (Gambar 18). Kelimpahan 
senyawa utama pada biji dan kutur suspensi sel kontrol adalah Thymoquinone (4,700% dan 
4,727%), thymol (3,194% dan 3,213%), β-pinene (3,265% dan 3,283%), α-thujene 
(2,145% dan 2,157%) dan ρ-cymene (0,535% dan 0,538%). Secara umum kelimpahan 
senyawa utama pada kultur suspensi sel kontrol lebih tinggi dibandingkan dengan pada 
biji. Kelimpahan senyawa utama pada kutur suspensi sel perlakuan elisitor SA adalah 
Thymoquinone (4,676%-4,643%), thymol (3,178%-3,155%), β-pinene (3,248%-3,225%), 
α-thujene (2,134%-2,118%) dan ρ-cymene (0,528%-0,532%). Kelimpahan senyawa utama 
pada perlakuan MJ adalah Thymoquinone (4,827%-4,643%), thymol (3,179%-3,129%), β-
pinene (3,249%-3,198%), α-thujene (2,134%-2,101%) dan ρ-cymene (0,528%-0,579%). 
Kultur suspensi sel hasil perlakuan elisitor MJ 150 µM menunjukan hasil kelimpahan 
senyawa thymoquinone dan ρ-cymene meningkat dibandingkan dengan kultur suspensi sel 
tanpa elisitasi dan pada biji. 
   
 
Gambar 18. Kelimpahan komponen utama minyak atsiri pada kultur suspensi sel jintan 
hitam hasil perlakuan elisitasi 
 Keterangan: (A) elisitor asam salisilat (B) elisitor metil jasmonat  
 
Kadar senyawa utama minyak jintan hitam pada biji lebih tinggi dibandingkan 
dengan kadar senyawa utama pada kultur suspensi sel tanpa elisitor. Peningkatan kadar 
senyawa utama minyak jintan hitam pada kultur susupensi sel mulai terjadi pada 
pemberian elisitor SA dan MJ pada konsentrasi 50 µM dan peningkatan mencapai 
optimum pada elisitasi dengan SA dan MJ pada konsentrasi 100-150 µM. Pada konsentrasi 





















































Peningkatan kadar senyawa utama minyak jintan hitam pada kultur suspensi hasil elisitasi 




Gambar 19. Kadar komponen utama minyak atsiri pada kultur suspensi jintan hitam hasil 
perlakuan elisitasi 
 Keterangan; (A) elisitor asam salisilat (B) elisitor metil jasmonat  
 
Elisitasi pada kultur suspensi sel dengan elisitor SA dan MJ dengan konsentrasi 50-
200 µM meningkatkan kadar senyawa utama minyak atsiri jintan hitam. Kadar senyawa 
utama berupa thymoquinone pada biji dan kultur suspensi sel tanpa elsitasi adalah 
1266,614 µg/g BB dan 1173,799 µg/g BB, sedangkan pada kultur suspensi sel hasil 
elisitasi dengan SA berkisar 1378,281 µg/g BB - 1143,288 µg/g BB dan elisitasi dengan 
MJ berkisar 1173,799 µg/g BB - 2184,320 µg/g BB. Kadar thymol pada biji dan kultur 
suspensi sel tanpa elsitasi adalah 617,387 µg/g BB dan 572,128 µg/g BB, sedangkan pada 
kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan SA berkisar 671,837 µg/g BB - 557,261 µg/g BB 
dan elisitasi dengan MJ berkisar 866,654 µg/g BB - 1064,822 µg/g BB. Kadar senyawa β-
pinene pada biji dan kultur suspensi sel tanpa elsitasi adalah 689,975 µg/g BB dan 639,390 
µg/g BB, sedangkan pada kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan SA berkisar 750,834 
µg/g BB - 622,775 µg/g BB dan elisitasi dengan MJ berkisar 968,574 µg/g BB - 1190,056 
µg/g BB.  
Kadar senyawa α-thujene pada biji dan kultur suspensi sel tanpa elsitasi adalah 
433,848 µg/g BB dan 402,029 µg/g BB, sedangkan pada kultur suspensi sel hasil elisitasi 
dengan SA berkisar 472,129 µg/g BB - 391,584 µg/g BB dan elisitasi dengan MJ  berkisar 
609,076 µg/g BB - 748,372 µg/g BB Kadar senyawa ρ-cymene pada biji dan kultur 



























































kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan SA berkisar 112,438 µg/g BB - 93,227 µg/g BB 
dan elisitasi dengan MJ berkisar 145,096 µg/g BB - 178,307 µg/g BB. 
 
Gambar 20. Perbandingan kadar thymoquinone pada biji jintan hitam, kultur suspensi sel 
(kontrol) dan kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan SA dan MJ 
 
Elisitasi pada kultur suspensi sel dengan MJ 100-150 µM mampu meningkatkan 
senyawa minyak atsiri thymoquinone, thymol, β-pinene, α-thujene dan ρ-cymene sekitar 
1,919 - 1,916 kali dibandingkan dengan kultur suspensi tanpa elisitasi, sedangkan elisitasi 
pada kultur suspensi dengan elisitor SA 100-150 µM mampu meningkatkan senyawa 
minyak thymoquinone, thymol, β-pinene, α-thujene dan ρ-cymene sekitar 1,452 - 1,442 kali 
dibandingkan dengan kultur suspensi tanpa elisitasi. 
Kadar senyawa thymoquinone pada kultur suspensi sel sedikit lebih rendah 
dibandingkan dengan pada biji. Kadar senyawa thymoquinone pada kultur suspensi sel 
adalah 1173,799 µg/g BB sedangkan pada biji 1266,614 µg/g BB. Namun demikian, 
elisitasi kultur suspensi sel dengan elisitor SA dan MJ mampu meningkatkan kadar 
senyawa thymoquinone lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol dan biji (Gambar 20). 
Kadar thymoquinone pada kultur suspensi hasil elisitasi dengan SA (50-200 µM) sebesar 
1378,281 µg/g BB - 1143,288 µg/g BB dan hasil elsiitasi denga MJ (50-200 µM sebesar 
1173,799 µg/g BB - 2184,320 µg/g BB. Peningkatan kadar thyomoquinone pada kultur 
suspensi hasil elisitasi dengan MJ lebih tinggi dibandingkan dengan SA.  
Kadar thymoquinone pada kultur suspensi sel mulai meningkat pada elisitatasi 
dengan SA dan MJ pada konsentrasi 50 µM dan mencapai optimum pada konsentrasi 100-


































100-150 µM adalah 2251,280 µg/g BB meningkat 1,779 kali lipat dibandingkan dengan 
biji dan 1,917 kali lipat dibandingkan dengan kultur suspensi sel tanpa elisitasi. Kadar 
senyawa thomkuinone pada kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan SA 100-150 µM 
adalah 1699,518 µg/g BB meningkat 1,346 kali lipat dibandingkan dengan biji dan 1,448 
kali lipat dibandingkan dengan kultur suspensi sel tanpa elisitasi. Pada konsentrasi elsitor 
200 µM, kadar thymoquinone pada kultur suspensi mulai menurun.  
Hasil uji regresi antara indeks pertumbuhan (IP) dengan kadar thymoquinone dan 
viabilitas sel (VS) dengan kadar thymoquinone menunjukan adanya korelasi yang tinggi 
antara IP/VS dengan kadar thymoquinone pada kultur suspensi sel hasil elisitasi SA dan 
MJ dengan nilai determinasi di atas 0,5 (0,51-0,97) (Gambar 21). Hal ini menunjukkan 
adanya kontribusi dari IP dan VS pada kultur suspensi sel terhadap kadar thymoquinone. 
Korelasi antara IP dan VS dengan kadar thymoquinone pada kultur suspensi sel hasil 
elisitasi dengan SA dan MJ mempunya pola yang sama. Kadar thymoquinone mulai 
meningkat pada pertumbuhan kultur suspensi sel (IP dan VS) dari rendah ke sedang dan 
kadar thymoquinone menurun pada pertumbuhan kultur suspensi sel tinggi. 
Korelasi pertumbuhan kultur suspensi sel (IP dan VS) hasil elisitasi dengan MJ 
dengan kadar thymoquinone menghasilkan koefisien determinasi/R square (R
2
=0,91186 
dan 0,97716) lebih tinggi dibandingkan hasil elsitasi dengan SA (R
2
= 0,51227 dan 
0,63009). Nilai tersebut berarti pertumbuhan kultur suspensi sel hasil elisitasi dengan MJ 
memberikan pengaruh sebesar 94,45 % (rata2) terhadap kadar senyawa thyomquinone, 
sedangkan pertumbuhan kultur sel hasil elisitasi dengan SA memberikan pengaruh sebesar 
57,118 % (rata2) terhadap kadar thymoquinone. Korelasi viablitas sel pada kultur suspensi 
sel hasil elisitasi dengan kadar thymoquinone menghasilkan koefisien determinasi/R square 
(R
2
= 0,97716 dan 0,63009) lebih tinggi dibandingkan dengan indeks pertumbuhan (R
2
= 
0,91186 dan 0,51227). Nilai tersebut menunjukkan viabilitas sel pada kultur suspensi sel 
memberikan pengaruh sebesar 80,363 % (rata2) terhadap kadar senyawa thyomquinone, 
sedangkan indeks pertumbuhan kultur suspensi sel memberikan pengaruh sebesar 71,207 









Gambar 21. Grafik korelasi antara indeks pertumbuhan dan viabilitas sel dengan kadar 
senyawa thymoquinone pada kultur suspensi jintan hitam perlakuan SA dan 
MJ. Keterangan: (A) korelasi IP dengan kadar thymoquinone (B) korelasi 
viabilitas sel dengan kadar thymoquinone 
 
Konsentrasi elisitor yang semakin tinggi pada kultur suspensi sel dapat 
meningkatkan respon fisiologi berupa respon hipersensitif dan respon pertahanan pada sel. 
Elisitor yang bertindak sebagai molekul sinyal bagi pertahanan tanaman terhadap patogen 
maupun herbivora, secara fisiologi dapat menginduksi peningkatan metabolit sekunder 
sebagai senyawa pertahanan. Elisitor juga dapat mempengaruhi sistem pertahanan tanaman 
secara sistemik dengan menginduksi kematian sel terprogram (respon hipersensitif) 
sehingga menekan pertumbuhan sel dalam kultur suspensi sel. Hal ini menyebabkan 
y = -3892.1x2 + 6643.1x - 1231.4 
R² = 0.5123 
y = -1739x2 + 1465x + 1955.5 





























Indeks Pertumbuhan sel (IP) 
y = -0.6312x2 + 33.219x + 1207.7 
R² = 0.6301 
y = -0.9367x2 + 41.465x + 1806.2 



































semakin rendah pertumbuhan sel (IP/VS) maka semakin tinggi produksi senyawa metabolit 
sekunder yang dihasilkan. 
Peningkatan kandungan metabolit sekunder pada kultur suspensi sel dengan 
penambahan SA juga telah dilaporkan sebelumnya. Penambahan SA 100 µM selama 4 hari 
pada kultur suspensi sel Hypericum perforatum L. dapat meningkatkan kandungan 
hypericin dan pseudohypericin masing-masing sebanyak 2,5 kali lipat dan 2,3 kali lipat 
dari kontrol (Gadzovska dkk., 2012). Hal ini didukung oleh penelitian Teixeira dkk. (2019) 
dengan penambahan SA 100 µM pada kultur kalus Garcinia brasiliensis Mart. mampu 
meningkatkan total fenol hingga 5,34 kali dan flavonoid meningkat hingga 2,28 kali dari 
kontrol. Pada kultur suspensi sel Jatropha curcas dengan penambahan SA 200 µM selama 
15 hari dapat meningkatkan kadar fatty acid dan senyawa golongan alkana masing-masing 
sebanyak 5,6 kali lipat dan 2,14 kali lipat dari kontrol (Mahalakshmi dkk., 2013). 
Kultur akar rambut atau hairy-root tanaman Lactuca indica L. menunjukkan 
peningkatan metabolit sekunder dengan perlakuan elisitor MJ. Penambahan MJ 100 µM 
pada media dapat meningkatkan kandungan senyawa Flavonoid hingga 3,38 kali lipat dan 
Total phenolic compound meningkat hingga 2,15 kali lipat dari kontrol (Yi dkk., 2019). 
Pengaruh elisitor MJ pada kultur suspensi sel Hypericum perforatum dapat meningkatkan 
kandungan flavonoid sebesar 2,7 kali dibandingkan dengan kultur suspensi sel kontrol 
(Wang dkk., 2015). Akhgari dkk. (2019) menyatakan pada kultur hairy-root tanaman 
Rhazya stricta pada media cair dengan penambahan MJ 50 µM sudah dapat meningkatkan 
Eburenine 3 kali lipat lebih tinggi, Quebrachamine tertinggi 2,5 kali lipat, Pleiocarpamin 
1,7 kali lipat dan Tetrahydroalstonine 1,2 kali lipat dibandingkan dengan kontrol.  
Elisitor MJ meningkatkan kandungan polifenol sebesar 52% dibandingkan kontrol 
(Gabotti dkk., 2019). Peningkatan kandungan senyawa metabolit sekunder pada perlakuan 
elisitor MJ lebih baik dibandingkan dengan elisitor SA juga telah dilaporkan oleh 
penelitian sebelumnya. Penambahan MJ 100 μM dapat meningkatkan kandungan senyawa 
stilbene 2 kali lipat lebih tinggi dibandingkan kultur suspensi sel kontrol dan kultur 
suspensi sel perlakuan SA (Xu dkk., 2015). Pada kultur kalus Celastrus paniculatus 
dengan perlakuan SA dan MJ dapat meningkatan senyawa metabolit sekunder triterpen. 
Elisitor MJ konsentrassi 50 μM mampu meningkatan kadar senyawa triterpen Ursolic acid 
meningkat hingga 5,6 kali lipat dan Oleanolic acid meningkat hingga 4,7 kali lipat 
dibandingkan kontrol (Martínez dkk., 2017). 
Pemberian elisitor SA dan MJ dapat meingkatkan senyawa utama minyak jintan 




seperti mekanisme tanaman ketika dimakan oleh herbivora atau terjadi luka secara mekanis 
lainnya, tanaman dapat melepaskan senyawa yang mudah menguap yakni senyawa volatil 
dari golongan terpenoid. Senyawa volatil yang dilepaskan dari bagian tanaman yang rusak 
menguap dan menyebabkan respons pertahanan pada jaringan tetangga atau pada tanaman 
lain (Balusamy dkk., 2015). Terpenoid (monoterpen dan sesquiterpen) adalah kelompok 
terbesar metabolit sekunder tanaman dan memainkan peran penting dalam pertanahan 
tumbuhan dari parasit, mikroba, cekaman, pertahanan terhadap luka dan sebagai interaksi 
plant-herbivore, tanaman-tanaman, dan lingkungan-tanaman (Aharoni dkk., 2003; Block 
dkk., 2019).  
Elisitor JA dapat menginduksi Localized Acquired Resistance (LAR) pada tanaman. 
Mekanisme ini terjadi ketika ada serangan patogen, JA membantu kematian jaringan yang 
terpapar patogen tersebut sehingga mencegah serangan patogen menyebar lebih lanjut ke 
jaringan lain. Asam jasmonat mengaktifkan protein MYC2 (myelocytomatosis-2) sebuah 
faktor transkripsi yang melepaskan PR3, PR4, dan PDF 1.2 (Protodermal faktor 2) yang 
menyebabkan terjadinya system LAR (Gowthami, 2018). Perlakuan elisitor MJ pada 
tanaman juga dapat mempengaruhi gen jalur JA, seperti gen lipoksigenase (LOX), 
hidrogen peroksidase lyase (HPL), alen oksida sintase (AOS), dan alena oksida siklase 
(AOC1), dan gen jalur terpen, seperti isopentenil difosfat isomerase (IPP isomerase) yang 
meningkatkan produksi IPP dari mevalonat dan selanjutnya menjadi GPP. Senyawa GPP 
adalah prekursor monoterpen dan farnesyl difosfat sintase (FPPS), diekspresikan dengan 
tinggi dan menghasilkan akumulasi monoterpen dan seskuiterpen pada sel. Hasil ini 
menunjukkan bahwa pelakuan MJ eksogen dapat meningkatkan pemulihan dari efek luka 
dengan berfungsi sebagai sinyal jarak jauh. Selain itu, hasil ini menunjukkan bahwa MJ 
eksogen yang diberikan pada saat luka mekanis mencegah nekrosis pada daun ginseng 
dengan meningkatkan produksi terpenoid (Balusamy dkk., 2015). 
Senyawa terpen adalah sekelompok senyawa volatil yang ada di tingkat basal pada 
tanaman yang tidak rusak. Akumulasi senyawa terpen meningkat sebagai respons terhadap 
berbagai tekanan biotik dan abiotik. Secara khusus, JA bertindak sebagai molekul 
transduksi sinyal perantara dan meningkatkan produksi senyawa volatil pada tanaman 
(Cheng dkk., 2007). Metil jasmonat adalah faktor kunci dalam memodulasi gen produksi 
senyawa terpen dan dapat mengakumulasi terpen yang lebih tinggi (Balusamy dkk., 2015). 
Penambahan asam jasmonat dapat menginisiasi transkripsi gen-gen yang terlibat dalam 
mekanisme pertahanan pada tumbuhan. Hasil akhir dari proses ini adalah peningkatan 




mekanisme pertahanan pada tumbuhan (Habibah, 2009). Asam jasmonat dan metil 
jasmonat telah dibuktikan sebagai sinyal intraseluler yang dimulai dengan interaksi 
molekul elisitor dengan permukaan sel tumbuhan dan pada akhirnya menghasilkan 
akumulasi senyawa metabolit sekunder (Ram, dkk., 2013). 
Senyawa SA dikenal molekul pensinyalan alami yang memainkan peran kunci dalam 
membangun dan menandakan respons pertahanan terhadap berbagai infeksi patogen dan 
juga menginduksi resistensi sistemik / Systemic Acquired Resistance (SAR) pada tanaman. 
Induksi SAR, setelah infeksi lokal, memerlukan semacam mediator komunikasi jarak jauh. 
Asam salisilat yang disintesis dalam sel dapat bergerak secara bebas masuk dan keluar dari 
sel, jaringan dan organ tanaman (Hayat dkk., 2010). Hal ini juga didukung oleh penyataan 
Alvarez (2000) bahwa SA pada tanaman adalah senyawa aktivasi resistensi penyakit yang 
sering dikaitkan dengan jenis khusus kematian sel dalam respon hipersensitif (HR). Respon 
lokal ini sering dikaitkan dengan pembentukan SAR yang mengimunisasi seluruh tanaman 
terhadap infeksi lebih lanjut yang biasanya menyebabkan penyakit. Asam salisilat 
digunakan untuk mengurangi stres dan menghasilkan pengurangan sementara aktivitas 
katalase (CAT) dan peningkatan kadar H2O2 memainkan peran kunci dalam menyediakan 
SAR (Janda dkk., 2003; Chen dkk., 1993) dan toleransi terhadap stres oksidatif (Hayat 
dkk., 2010).  
Sistem SAR adalah mekanisme pertahanan terinduksi yang memberikan 
perlindungan jangka panjang yang berpotensi terhadap jenis patogen/mikroorganisme yang 
luas dan ditemukan di berbagai spesies tanaman. Asam salisilat adalah senyawa sinyal 
kunci dalam respon SAR terhadap infeksi patogen. Setelah pengenalan patogen oleh inang, 
respons awal diinduksi termasuk fluks ion, fosforilasi, yang mendahului akumulasi ROS, 
oksida nitrat, SA, dan aktivasi transkripsi gen terkait pertahanan (Gowthami, 2018). 
Elisitor SA yang diberikan pada kultur suspensi sel menyababkan kematian sel yang cukup 
signifikan pada konsentrasi tinggi, hal ini diikuti dengan kandungan minyak atsiri pada 
kultur suspensi sel jintan hitam pada perlakuan elisitor SA dengan konsentrasi tinggi 
menyebabkan penurunan kadar minyak atsiri hingga lebih rendah dari kontrol. Hal ini juga 
disebutkan oleh penelitian kultur kalus Jatropha curcas.  
Pengaruh pemberian elisitor SA menyebabkan terjadinya proses pencoklatan 
(browning) pada sel Jatropha curcas, diikuti degan konsentrasi senyawa terpenoid dengan 
jumlah gugus C lebih dari 40 yaitu karotenoid pada sel yang terus menurun (He dkk., 
2009). Perlakuan elisitor SA dengan konsentrasi tinggi dapat menurunkan kandungan 




and pseudohypericin) pada kultur tunas Hypericum hirsutum, penurunan kandungan 
metabolit sekunder ditunjukkan pada perlakuan elisitor SA konsentrasi 100-200 μM 
selama 3 minggu perlakuan (Coste dkk., 2011). 
Secara umum mekanisme induksi elisitor umumnya dianggap sebagai menginduksi 
ekspresi gen yang berhubungan dengan pertahanan dan mengaktifkan jalur metabolisme 
sekunder yang berhubungan dengan pertahanan (Qian dkk., 2006). Oleh karena itu, JA dan 
SA memiliki efek yang berbeda pada produksi senyawa sekunder, karena elisitor ini 
beroperasi di jalur pensinyalan tanaman yang berbeda dan merespon secara berbeda 
terhadap tekanan abiotik dan biotik (Namdeo, 2007). Ketika elisitor berikatan dengan 
reseptor, jalur transduksi sinyal dari dinding sel menuju sitosol diaktifkan dan 
menghasilkan produksi gen pertahanan. Gen pertahanan ini melepaskan beberapa produk 
gen yaitu, metabolit sekunder (tekanan abiotik), protein terkait patogenesis (PR), 
fitoaleksin, dan kitinase (tekanan biotik) yang membantu dalam respon imun primer 
tanaman (Gowthami, 2018). Menurut Yang dkk. (2019) jalur biosintesis asam salisilat 
dengan asam jasmonat bersifat antagonis, MPK4 secara positif mengatur GRX480 di jalur 
pensinyalan asam salisilat dan secara negatif mengatur MYC2 di jalur pensinyalan asam 
jasmonat, yang diperlukan untuk gen responsif asam jasmonat terhadap cekaman dengan 








1. Konsetrasi kinetin (0,5 - 3 mg/L) dengan kombinasi NAA 1 mg/L dapat mempengaruhi 
pembentukan kalus jintan hitam. Semakin tinggi konsentrasi kinetin yang diberikan 
maka semakin tinggi  persentase pembentukan kalus.  
2. Elisitasi SA dan MJ dapat menghambat pertumbuhan kultur suspensi sel. Semakin 
tinggi konsentrasi elisitor semakin menekan pertumbuhan kultur suspensi sel (SCV, 
PCV, berat basah dan berat kering, indeks pertumbuhan dan viabiltas sel). Jenis elisitor  
tidak berpengaruh secara sigifikan terhadap pertumbuhan kultur sel tetapi berpengaruh 
terhadap viabilitas sel. Viabilitas sel pada perlakuan SA lebih rendah dibandingkan 
dengan perlakuan MJ. 
3. Elisitor SA dan MJ berpengaruh terhadap profil komponen dan kadar senyawa utama 
minyak jintan  hitam. Komponen minyak jintan hitam pada biji teridentifikasi 71 
senyawa, sedangkan pada kultur sel 70 komponen dan pada kultur sel hasil elisitasi 
teridentifikasi 71-74 senyawa. Senyawa utama minyak jintan hitam thymoquinone, ρ-
cymene, α-thujene, β-pinene dan thymol teridentikasi pada biji, kultur sel dan kultur sel 
hasil elisitasi. Elisitasi dengan SA dan MJ dengan konsentrasi 50-200 µM pada kultur 
suspensi sel dapat meningkatkan kadar senyawa thymoquinone dan 4 senyawa utama 
minyak jintan hitam yang lain jauh lebih tinggi dibandingkan dengan pada biji. Elisitasi 
dengan MJ meningkatkan kadar senyawa utama minyak jintan hitam lebih tinggi 
dibandingkan SA. Metil jasmonat dam asalm salisilat 100 µM mampu meningkatkan 
kadar senyawa utama jintan hitam sebesar 1.78 kali lipat dan 1,35 kali lipat 
dibandingkan dari biji.  
5.2 Saran  
Teknik kultur suspensi sel jintan hitam dengan strategi elisitasi menggunakan SA dan 
MJ dapat meningkatkan minyak atsiri jintan hitam lebih tinggi dibandingkan dari biji. Oleh 
karena itu pada penelitian selanjutnya perlu dikembangkan sistem bioreaktor pada kultur 
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Lampiran 1. Komposisi dan Standar Penimbangan Stok Medium Dasar MS 
LT. 1.1 Komposisi Media Dasar MS (Murhisage & Skoog) 

































Nicotinic acid  







Myo-inositol  100  
Sukrosa  30.000  
 
 
LT. 1.2. Pengambilan Stok Media Dasar MS (Murhisage & Skoog) 
Larutan Stok Bahan Kimia 
Berat untuk 100 
mL (gram) 
Pengambilan larutan 
stok dalam 1 Liter 
media 
A NH4NO3 8,25 20 mL 
B KNO3 9,50 20 mL 






























Lampiran 2. Pembuatan dan Pengambilan Stok Elisitor 
Lampiran 2.1 Perhitungan dan Pembuatan Stok SA 0,01M 
Stok SA (Merck) : 10 gram 
Mr SA   : 138,12 g/mol 
Mollar yag dicari  : 0,01M 
 
(M) SA= 
   
      
 = 0,01M = 
         
  
 





      
 
    
  
  
138,12 = 100x 
        X = 
      
   
 
        X = 0,013812 gram  
 Pembuatan larutan stok SA 0,01M dengan cara menimbang Asam Salisilat (Merck) 
sebanyak 0,013812 gram dan dilarutkan dengan etanol P.A. 99,9% (Merck) sebanyak 
10 mL. Stok SA yang telah homogen disaring menggunakan syringe filter dengan 
kerapatan pori 0,25µm, lalu larutan stok hasil penyaringan dimasukan kedalam botol 
kaca steril kemudian ditutup dengan plastik dan karet. Proses penyaringan larutan stok 
elisitor dilakukan di dalam LAF (Laminar Air Flow) dan dilakukan di dekat api bunsen. 
 
Lampiran 2.2 Perhitungan dan Pembuatan Stok MJ 0,01M 
Volume MJ (Duchefa) : 1 mL 
Kadar    : 97 % 
Mr MJ    : 224,30 g/mol 
Densitas    : 1,028 g/mL 
Mollar yag dicari   : 0,01M 
 
Massa MJ (m) = Kadar   Densitas   Volume 
 = 97 %   1,028 g/mL    1 mL 
 = 0,99716 gram 
 
(M) MJ= 
   
      
 = M = 
         
  
 




       
      
 




      
     
 
M = 4,4457 mol/L 
M1 . V1    = M2 . V2 
4,4457 . X = 0,01 . 10 
              X = 
   
      
 
              X = 0,02249 mL 
                  = 22,49 µL 
 
 
 Pembuatan larutan stok MJ 0,01M dengan cara mengambil Metil Jasmonat (Duchefa) 
sebanyak 22,49 µL dan dilarutkan menggunakan etanol P.A. 99,9% (Merck) hingga 
menjadi 10 mL. Larutan stok MJ dihimogenkan menggunakan vortex. Larutan stok MJ 
yang telah homogen selanjutnya disaring menggunakan syringe filter dengan kerapatan 
pori 0,25µm, lalu larutan stok hasil penyaringan dimasukan kedalam botol kaca steril 
kemudian ditutup dengan plastik dan karet. Proses penyaringan larutan stok elisitor 




Lampiran 2.3 Pengambilan Stok Elisitor SA dan MJ kedalam Media Perlakuan 
 
Konsentrasi 50 µM 
M1 . V1    = M2 . V2 
0,01M . X = 0,00005M . 250mL 
              X = 
      
    
 
              X = 1,25 mL 
 
Konsentrasi 100 µM  
M1 . V1    = M2 . V2 
0,01M . X = 0,0001M . 250mL 
              X = 
     
    
 
              X = 2,5 mL 
 
Konsentrasi 150 µM  
M1 . V1    = M2 . V2 
0,01M . X = 0,00015M . 250mL 
              X = 
      
    
 
              X = 3,75 mL 
 
Konsentrasi 200 µM  
M1 . V1    = M2 . V2 
0,01M . X = 0,0002M . 250mL 
              X = 
    
    
 
              X = 5 mL 
 
 Penambahan larutan stok 0,01M elisitor SA dan MJ dilakukan setelah media 
disterilisasi menggunakan autoklaf dan didiamkan terlebih dahulu hingga suhu turun 
minimal 40
o
C. Penambahan elisitor sesuai dengan perhitungan diatas. Stok elisitor 
ditambahkan media cair hingga volume total 250mL, selanjutnya dibagi masing-
masing 25mL/botol hingga diperoleh 10 ulangan setiap perlakuan. Media yang telah 
dituangkan ke dalam botol erlenmeyer 100mL kemudian ditutup dengan plastik dan 






Lampiran 3. Data dan Analisis ANOVA Induksi Kalus Biji Jintan Hitam 
LT 3.1 Data waktu muncul kalus, berat basah kalus, persentase eksplan hidup dan 
persentase eksplan tumbuh kalus Jintan Hitam 
 
LT 3.2 Data analisis ANOVA waktu muncul kalus biji Jintan Hitam 
ANOVA 
Hari Tumbuh Kalus 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 158.520 4 39.630 12.577 .000 
Within Groups 141.800 45 3.151   
Total 300.320 49    
 
Hari Tumbuh Kalus 
 Perlakuan ZPT NAA + 
Kinetin 
N Subset for alpha = 0.05 




1 NAA + 2 Kinetin 10 12.200   
1 NAA + 1 Kinetin 10  15.400  
1 NAA + 0,5 Kinetin 10  16.300 16.300 
1 NAA + 3 Kinetin 10  16.700 16.700 
1 NAA + 0 Kinetin 10   17.200 
Sig.  1.000 .129 .292 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
LT 3.3 Data analisis ANOVA persentase eksplan hidup pada kalus biji Jintan Hitam 
ANOVA 
Persentase eksplan hidup 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 6912.000 4 1728.000 5.523 .001 
Within Groups 14080.000 45 312.889   
Total 20992.000 49    
 
Persentase eksplan hidup 
 Perlakuan ZPT NAA + 
Kinetin 
N Subset for alpha = 0.05 




1 NAA + 0 Kinetin 10 56.00  
1 NAA + 0,5 Kinetin 10 60.00  
1 NAA + 1 Kinetin 10 72.00 72.00 
1 NAA + 2 Kinetin 10  84.00 
1 NAA + 3 Kinetin 10  84.00 
Sig.  .159 .061 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
















0 17.08±1.615 0.080±0.029 56±18.585 44±14.142 
0,5 16.19±2.605 0.080±0.018 60±13.082 56±11.353 
1 15.37±0.949 0.118±0.041 72±10.865 66±9.661 
2 12.23±1.974 0.172±0.023 84±8.433 84±8.433 




LT 3.4 Data analisis ANOVA persentase eksplan tumbuh kalus biji Jintan Hitam 
 
ANOVA 
Persentase eksplan tumbuh kalus 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 11072.000 4 2768.000 10.965 .000 
Within Groups 11360.000 45 252.444   
Total 22432.000 49    
 
 
Persentase eksplan tumbuh kalus 
 Perlakuan ZPT NAA + 
Kinetin 
N Subset for alpha = 0.05 




1 NAA + 0 Kinetin 10 44.00   
1 NAA + 0,5 Kinetin 10 56.00 56.00  
1 NAA + 1 Kinetin 10  66.00  
1 NAA + 3 Kinetin 10   82.00 
1 NAA + 2 Kinetin 10   84.00 
Sig.  .098 .266 .576 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
LT 3.5 Data analisis ANOVA berat basah kalus biji Jintan Hitam 
 
ANOVA 
Berat basah kalus 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .062 4 .016 18.473 .000 
Within Groups .038 45 .001   
Total .100 49    
 
Berat basah kalus 
 Perlakuan ZPT NAA + 
Kinetin 
N Subset for alpha = 0.05 




1 NAA + 0 Kinetin 10 .08000   
1 NAA + 0,5 Kinetin 10 .08000   
1 NAA + 1 Kinetin 10  .12000  
1 NAA + 3 Kinetin 10  .14000  
1 NAA + 2 Kinetin 10   .17200 
Sig.  .939 .130 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 






Lampiran 4. Data SCV Pengamatan Kurva Pertumbuhan Kultur Suspensi Sel Jintan 
Hitam selama 14 hari Kultur 
LT. 4.1 Data persentase SCV pada pengamatan kurva pertumbuhan kultur suspensi sel 
Jintan Hitam 
Ulangan 
Waktu kultur (hari) 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
1 23.3 23.3 26.7 26.7 26.7 33.3 31.7 30.0 36.7 33.3 38.3 38.3 38.3 36.7 36.7 
2 25.0 25.0 25.0 26.7 26.7 33.3 33.3 36.7 38.3 38.3 38.3 38.3 38.3 38.3 38.3 
3 23.3 23.3 23.3 25.0 28.3 33.3 33.3 36.7 35.0 36.7 38.3 40.0 38.3 40.0 40.0 
4 26.7 28.3 28.3 31.7 31.7 31.7 31.7 36.7 36.7 36.7 36.7 40.0 36.7 38.3 38.3 
5 23.3 23.3 23.3 28.3 28.3 31.7 33.3 38.3 36.7 38.3 40.0 36.7 36.7 36.7 38.3 
6 21.7 21.7 26.7 26.7 26.7 26.7 30.0 30.0 33.3 33.3 40.0 36.7 36.7 40.0 33.3 
7 26.7 26.7 28.3 28.3 31.7 40.0 40.0 40.0 36.7 36.7 40.0 40.0 41.7 40.0 38.3 
8 21.7 21.7 23.3 26.7 26.7 33.3 31.7 36.7 36.7 36.7 40.0 40.0 41.7 40.0 38.3 
9 23.3 25.0 25.0 28.3 28.3 36.7 33.3 40.0 38.3 38.3 40.0 41.7 43.3 46.7 46.7 
10 28.3 28.3 30.0 33.3 36.7 36.7 38.3 43.3 43.3 46.7 48.3 48.3 48.3 48.3 46.7 
Rata-rata 
SCV (%) 
24.3 24.7 26.0 28.2 29.2 33.7 33.7 36.8 37.2 37.5 40.0 40.0 40.0 40.5 39.5 
 
 
LT. 4.2 Data analisis ANOVA kurva pertumbuhan kultur suspensi sel Jintan Hitam 
persenSCV kurva pertumbuhan kultur sel 
 
hariSCV N 
Subset for alpha = 0.05 




.00 10 24.3333      
1.00 10 24.6667      
2.00 10 26.0000 26.0000     
3.00 10  28.1667 28.1667    
4.00 10   29.1667    
6.00 10    33.6667   
5.00 10    33.6667   
7.00 10     36.8333  
8.00 10     37.1667  
9.00 10     37.5000  
14.00 10     38.8333 38.8333 
11.00 10     39.6667 39.6667 
10.00 10     40.0000 40.0000 
12.00 10     40.0000 40.0000 
13.00 10      40.5000 
Sig.  .282 .137 .491 1.000 .060 .071 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 









Lampiran 5. Data dan Analisis ANOVA Pertumbuhan Sel Jintan Hitam setelah 
Perlakuan Elisitasi 
LT 5.1 Data Pengaruh elisitor SA dan MJ terhadap SCV, PCV, BB, BK, IP dan Viabilitas 








0 11.82±1.875 0.74±0.081 2.20±0.129 0.076±0.018 1.20±0.141 55.43±4.914 
50 10.01±1.281 0.64±0.047 1.89±0.159 0.057±0.018 0.89±0.159 37.78±5.065 
100 9.537±1.015 0.59±0.052 1.77±0.178 0.050±0.014 0.77±0.177 27.04±10.361 
150 9.420±1.089 0.55±0.071 1.67±0.244 0.045±0.011 0.67±0.244 10.29±5.364 
200 9.207±1.161 0.53±0.042 1.58±0.296 0.042±0.013 0.58±0.296 2.80±1.712 
MJ 
0 11.53±1.163 0.74±0.078 2.22±0.173 0.075±0.031 1.22±0.173 56.67±3.298 
50 9.90±1.174 0.63±0.098 1.83±0.169 0.055±0.019 0.83±0.169 42.49±7.848 
100 9.37±1.281 0.56±0.094 1.74±0.164 0.048±0.016 0.74±0.164 32.82±9.354 
150 9.22±1.273 0.54±0.075 1.65±0.170 0.043±0.016 0.65±0.170 24.94±11.084 
200 8.83±1.312 0.50±0.071 1.51±0.205 0.035±0.016 0.51±0.205 13.69±4.139 
 
 
LT 5.2 Data analisis ANOVA Hasil SCV dan uji lanjut DMRT suspensi sel jintan hitam 
setelah perlakuan elisitasi 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Nilai SCV 
Source Type III Sum of 
Squares 
df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 90.577
a
 9 10.064 6.121 .000 
Intercept 9766.974 1 9766.974 5940.589 .000 
Elisitor 1.300 1 1.300 .790 .376 
konsentrasi 89.048 4 22.262 13.540 .000 
elisitor * konsentrasi .230 4 .057 .035 .998 
Error 147.970 90 1.644   
Total 10005.520 100    
Corrected Total 238.547 99    
a. R Squared = .380 (Adjusted R Squared = .318) 
 
ANOVA 





Between Groups 44.600 4 11.150 7.222 .000 
Within Groups 69.470 45 1.544   
Total 114.070 49    
Nilai SCV 
(SA) 
Between Groups 44.600 4 11.150 7.222 .000 
Within Groups 69.470 45 1.544   
Total 114.070 49    
 




N Subset for alpha = 0.05 
1 2 
200 uM 10 8.8270  
150 uM 10 9.2200  
100 uM 10 9.3660  
50 uM 10 9.9040  
0 uM 10  11.5270 
Sig.  .082 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 




N Subset for alpha = 0.05 
1 2 
200 uM 10 8.8270  
150 uM 10 9.2200  
100 uM 10 9.3660  
50 uM 10 9.9040  
0 uM 10  11.5270 
Sig.  .082 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 






LT 5.3 Data analisis ANOVA Hasil PCV dan uji lanjut DMRT suspensi sel jintan hitam 
setelah perlakuan elisitasi 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Nilai PCV 
Source Type III Sum of 
Squares 
df Mean Square F Sig. 
Corrected Model .640
a
 9 .071 13.333 .000 
Intercept 36.000 1 36.000 6750.000 .000 
Elisitor .006 1 .006 1.200 .276 
Konsentrasi .631 4 .158 29.578 .000 
elisitor * konsentrasi .003 4 .001 .122 .974 
Error .480 90 .005   
Total 37.120 100    
Corrected Total 1.120 99    











Between Groups .346 4 .087 12.348 .000 
Within Groups .316 45 .007   
Total .662 49    
Nilai PCV 
(SA) 
Between Groups .287 4 .072 19.648 .000 
Within Groups .165 45 .004   
Total .452 49    
 
 
Nilai PCV (MJ) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 
200 uM 10 .5000   
150 uM 10 .5350   
100 uM 10 .5600 .5600  
50 uM 10  .6300  
0 uM 10   .7350 
Sig.  .137 .068 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
Nilai PCV (SA) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 
200 uM 10 .5250    
150 uM 10 .5500 .5500   
100 uM 10  .5900 .5900  
50 uM 10   .6350  
0 uM 10    .7400 
Sig.  .360 .146 .103 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 






LT 5.4 Data analisis ANOVA Hasil berat basah dan uji lanjut DMRT suspensi sel jintan 
hitam setelah perlakuan elisitasi 
 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Berat Basah Sel 
Source Type III Sum of 
Squares 
df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 4.970
a
 9 .552 14.637 .000 
Intercept 323.788 1 323.788 8582.780 .000 
Elisitor .010 1 .010 .271 .604 
konsentrasi 4.910 4 1.228 32.538 .000 
elisitor * konsentrasi .049 4 .012 .328 .859 
Error 3.395 90 .038   
Total 332.153 100    
Corrected Total 8.365 99    











Between Groups 2.885 4 .721 22.976 .000 
Within Groups 1.413 45 .031   
Total 4.297 49    
Berat Basah 
Sel (SA) 
Between Groups 2.065 4 .516 11.628 .000 
Within Groups 1.998 45 .044   
Total 4.062 49    
 
 
Berat Basah Sel (MJ) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 
200 uM 10 1.5090    
150 uM 10 1.6460 1.6460   
100 uM 10  1.7440 1.7440  
50 uM 10   1.8320  
0 uM 10    2.2200 
Sig.  .091 .223 .273 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
 
Berat Basah Sel (SA) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 
200 uM 10 1.5830   
150 uM 10 1.6720   
100 uM 10 1.7470 1.7470  
50 uM 10  1.8820  
0 uM 10   2.1987 
Sig.  .106 .159 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 






LT 5.5 Data analisis ANOVA Hasil Berat kering dan uji lanjut DMRT suspensi sel jintan 
hitam setelah perlakuan elisitasi 
 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Berat Kering Sel 
Source Type III Sum of 
Squares 
df Mean Square F Sig. 
Corrected Model .017
a
 9 .002 5.951 .000 
Intercept .277 1 .277 863.825 .000 
elisitor .000 1 .000 .639 .426 
konsentrasi .017 4 .004 13.146 .000 
elisitor * konsentrasi .000 4 2.649E-005 .083 .988 
Error .029 90 .000   
Total .323 100    
Corrected Total .046 99    









Berat Kering Sel 
(MJ) 
Between Groups .009 4 .002 5.319 .001 
Within Groups .019 45 .000   
Total .028 49    
Berat Kering Sel 
(SA) 
Between Groups .008 4 .002 8.386 .000 
Within Groups .010 45 .000   
Total .018 49    
 
 
Berat Kering Sel (MJ) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 
200 uM 10 .0370  
150 uM 10 .0430  
100 uM 10 .0480  
50 uM 10 .0540  
0 uM 10  .0760 
Sig.  .098 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
 
Berat Kering Sel (SA) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 
200 uM 10 .0420   
150 uM 10 .0450 .0450  
100 uM 10 .0520 .0520  
50 uM 10  .0580  
0 uM 10   .0770 
Sig.  .171 .076 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 






LT 5.6 Data analisis ANOVA Hasil Indeks pertumbuhan dan uji lanjut DMRT suspensi sel 
jintan hitam setelah perlakuan elisitasi 
 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Indeks Pertumbuhan 
Source Type III Sum 
of Squares 
df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 4.970
a
 9 .552 14.637 .000 
Intercept 63.906 1 63.906 1693.975 .000 
elisitor .010 1 .010 .271 .604 
konsentrasi 4.910 4 1.228 32.538 .000 
elisitor * konsentrasi .049 4 .012 .328 .859 
Error 3.395 90 .038   
Total 72.271 100    
Corrected Total 8.365 99    











Between Groups 2.885 4 .721 22.976 .000 
Within Groups 1.413 45 .031   
Total 4.297 49    
Indeks 
Pertumbuhan (SA) 
Between Groups 2.065 4 .516 11.628 .000 
Within Groups 1.998 45 .044   
Total 4.062 49    
 
Indeks Pertumbuhan (MJ) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 
200 uM 10 .5090    
150 uM 10 .6460 .6460   
100 uM 10  .7440 .7440  
50 uM 10   .8320  
0 uM 10    1.2200 
Sig.  .091 .223 .273 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
Indeks Pertumbuhan (SA) 
Duncan 
Konsentrasi elisitor N Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 
200 uM 10 .5830   
150 uM 10 .6720   
100 uM 10 .7470 .7470  
50 uM 10  .8820  
0 uM 10   1.1987 
Sig.  .106 .159 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 







LT 5.7 Data analisis ANOVA Hasil viabilitas sel dan uji lanjut DMRT suspensi sel jintan 
hitam setelah perlakuan elisitasi 
 
Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Viabilitas sel 
Source Type III Sum of 
Squares 
df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 30101.720
a
 9 3344.636 68.425 .000 
Intercept 92380.628 1 92380.628 1889.947 .000 
elisitor 1390.396 1 1390.396 28.445 .000 
konsentrasi 28149.075 4 7037.269 143.970 .000 
elisitor * konsentrasi 562.249 4 140.562 2.876 .027 
Error 4399.201 90 48.880   
Total 126881.549 100    
Corrected Total 34500.921 99    





N Subset for alpha = 0.05 




SA 200 uM 10 2.7960       
SA 150 uM 10  10.2870      
MJ 200 uM 10  13.6870      
MJ 150 uM 10   24.9400     
SA 100 uM 10   27.0350 27.0350    
MJ 100 uM 10    32.8200 32.8200   
SA 50 uM 10     37.7810 37.7810  
MJ 50 uM 10      42.4940  
SA 0 uM 10       55.4260 
MJ 0 uM 10       56.6750 
Sig.  1.000 .280 .505 .068 .116 .135 .691 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 






Lampiran 6. Hasil Analisis Independent-sample T-test  
LT 6.1 Hasil uji Independent-Sample T-test pada elisitor konsentrasi 0 µM  
Independent Samples Test 0 µM 
Elisitor 0 µM 
Levene's Test 
for Equality of 
Variances 
t-test for Equality of Means 
















2.647 .121 -.410 18 .687 -.28600 .69791 -1.75225 1.18025 
Equal variances not 
assumed 
  




.003 .958 -.140 18 .890 -.00500 .03563 -.07985 .06985 
Equal variances not 
assumed 
  
-.140 17.981 .890 -.00500 .03563 -.07986 .06986 
Berat Basah Sel 
Equal variances 
assumed 
.876 .362 .797 18 .436 .054400 .068272 -.089035 .197835 
Equal variances not 
assumed 
  
.797 16.672 .437 .054400 .068272 -.089859 .198659 
Berat Kering Sel 
Equal variances 
assumed 
1.725 .206 -.071 18 .944 -.000800 .011290 -.024520 .022920 
Equal variances not 
assumed 
  





.876 .362 .797 18 .436 .054400 .068272 -.089035 .197835 
Equal variances not 
assumed 
  




1.021 .326 .666 18 .514 1.24730 1.87156 -2.68470 5.17930 
Equal variances not 
assumed 
  
.666 15.740 .515 1.24730 1.87156 -2.72556 5.22016 
 
LT 6.2 Hasil uji Independent-Sample T-test pada elisitor konsentrasi 50 µM  
Independent Samples Test 50 µM 
Elisitor 50 µM 
Levene's Test 
for Equality of 
Variances 
t-test for Equality of Means 
















.013 .911 -.189 18 .852 -.10400 .54914 -1.25770 1.04970 
Equal variances not 
assumed 
  




4.175 .056 -.146 18 .886 -.00500 .03436 -.07719 .06719 
Equal variances not 
assumed 
  
-.146 13.016 .887 -.00500 .03436 -.07922 .06922 
Berat Basah Sel 
Equal variances 
assumed 
.061 .808 -.693 18 .497 -.050800 .073270 -.204734 .103134 
Equal variances not 
assumed 
  
-.693 17.939 .497 -.050800 .073270 -.204771 .103171 
Berat Kering Sel 
Equal variances 
assumed 
.601 .448 -.229 18 .821 -.001900 .008282 -.019299 .015499 
Equal variances not 
assumed 
  





.061 .808 -.693 18 .497 -.050800 .073270 -.204734 .103134 
Equal variances not 
assumed 
  




2.056 .169 1.595 18 .128 4.71250 2.95362 -1.49284 10.91784 
Equal variances not 
assumed 
  





LT 6.3 Hasil uji Independent-Sample T-test pada elisitor konsentrasi 100 µM  
Independent Samples Test 100 µM 
Elisitor 100 µM 
Levene's Test 
for Equality of 
Variances 
t-test for Equality of Means 
















1.510 .235 -.330 18 .745 -.17100 .51743 -1.25808 .91608 
Equal variances not 
assumed 
  




3.053 .098 -.887 18 .387 -.03000 .03383 -.10107 .04107 
Equal variances not 
assumed 
  
-.887 14.006 .390 -.03000 .03383 -.10255 .04255 
Berat Basah Sel 
Equal variances 
assumed 
.010 .923 -.046 18 .964 -.003500 .076594 -.164418 .157418 
Equal variances not 
assumed 
  
-.046 17.884 .964 -.003500 .076594 -.164493 .157493 
Berat Kering Sel 
Equal variances 
assumed 
.118 .735 -.392 18 .700 -.002600 .006636 -.016542 .011342 
Equal variances not 
assumed 
  





.010 .923 -.046 18 .964 -.003500 .076594 -.164418 .157418 
Equal variances not 
assumed 
  




.000 .989 1.310 18 .207 5.78452 4.41415 -3.48926 15.05830 
Equal variances not 
assumed 
  
1.310 17.815 .207 5.78452 4.41415 -3.49616 15.06519 
 
 
LT 6.4 Hasil uji Independent-Sample T-test pada elisitor konsentrasi 150 µM  
Independent Samples Test 150 µM 
Elisitor 150 µM 
Levene's Test 
for Equality of 
Variances 
t-test for Equality of Means 
















.816 .378 -.376 18 .712 -.19900 .52991 -1.31229 .91429 
Equal variances not 
assumed 
  




.132 .720 -.461 18 .650 -.01500 .03253 -.08335 .05335 
Equal variances not 
assumed 
  
-.461 17.945 .650 -.01500 .03253 -.08336 .05336 
Berat Basah Sel 
Equal variances 
assumed 
1.646 .216 -.271 18 .790 -.025500 .094116 -.223230 .172230 
Equal variances not 
assumed 
  
-.271 16.067 .790 -.025500 .094116 -.224948 .173948 
Berat Kering Sel 
Equal variances 
assumed 
1.911 .184 -.354 18 .727 -.002200 .006212 -.015251 .010851 
Equal variances not 
assumed 
  





1.646 .216 -.271 18 .790 -.025500 .094116 -.223230 .172230 
Equal variances not 
assumed 
  




5.489 .031 3.763 18 .001 14.65130 3.89392 6.47048 22.83212 
Equal variances not 
assumed 
  





LT 6.5 Hasil uji Independent-Sample T-test pada elisitor konsentrasi 200 µM  
Independent Samples Test 200 µM 
Elisitor 200 µM 
Levene's Test 
for Equality of 
Variances 
t-test for Equality of Means 
















.017 .897 -.686 18 .502 -.38000 .55403 -1.54397 .78397 
Equal variances not 
assumed 
  




.844 .370 -.958 18 .351 -.02500 .02609 -.07981 .02981 
Equal variances not 
assumed 
  
-.958 14.750 .353 -.02500 .02609 -.08069 .03069 
Berat Basah Sel 
Equal variances 
assumed 
2.694 .118 -.665 18 .515 -.075700 .113891 -.314977 .163577 
Equal variances not 
assumed 
  
-.665 16.046 .516 -.075700 .113891 -.317083 .165683 
Berat Kering Sel 
Equal variances 
assumed 
1.391 .254 -1.056 18 .305 -.006800 .006441 -.020332 .006732 
Equal variances not 
assumed 
  





2.694 .118 -.665 18 .515 -.075700 .113891 -.314977 .163577 
Equal variances not 
assumed 
  




3.620 .073 7.690 18 .000 10.89240 1.41637 7.91672 13.86808 
Equal variances not 
assumed 
  




























LG. 5.1 Kromatogram minyak jintan hitam hasil analisis GC-MS suspensi sel jintan hitam 
Keterangan: (A) Kontrol (B) SA 50 µM; (C) SA 100 µM; (D) SA 150 µM; (E) SA 









Lampiran 8. Kuantifikasi komponen utama minyak atsiri jintan hitam 


























































Lampiran 9. Perhitungan kuantifikasi komponen utama minyak atsiri jintan hitam 




    Sample ID Result (μg/ml) m sample (g) Result (μg/g) Result (%) 
Biji JH / jintan hitam 0.10743 0.104 103.30261 0.01033 
SA 0 / kontrol 0.09667 0.101 95.70968 0.00957 
SA1(1) / SA 50 µM 0.12143 0.108 112.43800 0.01124 
SA2(1) / SA 100 µM 0.14334 0.103 139.16023 0.01392 
SA3(1) / SA 150 µM 0.14512 0.105 138.21192 0.01382 
SA4(1) / SA 200 µM 0.09882 0.106 93.22675 0.00932 
MJ1(1) / MJ 50 µM 0.15525 0.107 145.09547 0.01451 
MJ2(1) / MJ 100 µM 0.18946 0.103 183.94317 0.01839 
MJ3(1) / MJ 150 µM 0.20348 0.105 193.79077 0.01938 
MJ4(1) / MJ 200 µM 0.18187 0.102 178.30707 0.01783 
 
 
    α-thujene 
    Sample ID Result (μg/ml) m sample (g) Result (μg/g) Result (%) 
Biji JH / jintan hitam 0.45120 0.104 433.84749 0.04338 
SA 0 / kontrol 0.40605 0.101 402.02855 0.04020 
SA1(1) / SA 50 µM 0.50990 0.108 472.12935 0.04721 
SA2(1) / SA 100 µM 0.60174 0.103 584.21358 0.05842 
SA3(1) / SA 150 µM 0.60924 0.105 580.22409 0.05802 
SA4(1) / SA 200 µM 0.41508 0.106 391.58429 0.03916 
MJ1(1) / MJ 50 µM 0.65171 0.107 609.07598 0.06091 
MJ2(1) / MJ 100 µM 0.79516 0.103 771.99911 0.07720 
MJ3(1) / MJ 150 µM 0.77182 0.105 735.06960 0.07351 
MJ4(1) / MJ 200 µM 0.76334 0.102 748.37231 0.07484 
 
 
    β-pinene 
    Sample ID Result (μg/ml) m sample (g) Result (μg/g) Result (%) 
Biji JH / jintan hitam 0.71757 0.104 689.97497 0.06900 
SA 0 / kontrol 0.64578 0.101 639.39003 0.06394 
SA1(1) / SA 50 µM 0.81090 0.108 750.83428 0.07508 
SA2(1) / SA 100 µM 0.95692 0.103 929.05046 0.09291 
SA3(1) / SA 150 µM 0.96884 0.105 922.70392 0.09227 
SA4(1) / SA 200 µM 0.66014 0.106 622.77541 0.06228 
MJ1(1) / MJ 50 µM 1.03637 0.107 968.57346 0.09686 
MJ2(1) / MJ 100 µM 1.26445 0.103 1227.61904 0.12276 
MJ3(1) / MJ 150 µM 1.22734 0.105 1168.89967 0.11689 
MJ4(1) / MJ 200 µM 1.21386 0.102 1190.05554 0.11901 
     





    Sample ID Result (μg/ml) m sample (g) Result (μg/g) Result (%) 
Biji JH / jintan hitam 0.64208 0.104 617.38649 0.06174 
SA 0 / kontrol 0.57785 0.101 572.12832 0.05721 
SA1(1) / SA 50 µM 0.72558 0.108 671.83705 0.06718 
SA2(1) / SA 100 µM 0.85623 0.103 831.29380 0.08313 
SA3(1) / SA 150 µM 0.86690 0.105 825.61447 0.08256 
SA4(1) / SA 200 µM 0.59070 0.106 557.26044 0.05573 
MJ1(1) / MJ 50 µM 0.92732 0.107 866.65418 0.08667 
MJ2(1) / MJ 100 µM 1.13138 0.103 1098.43060 0.10984 
MJ3(1) / MJ 150 µM 1.09819 0.105 1045.89198 0.10459 
MJ4(1) / MJ 200 µM 1.08612 0.102 1064.82207 0.10648 
     
     thymoquinone 
    Sample ID Result (μg/ml) m sample (g) Result (μg/g) Result (%) 
Biji JH / jintan hitam 1.31728 0.104 1266.61442 0.12666 
SA 0 / kontrol 1.18554 0.101 1173.79924 0.11738 
SA1(1) / SA 50 µM 1.48854 0.108 1378.28084 0.13783 
SA2(1) / SA 100 µM 1.75651 0.103 1705.34570 0.17053 
SA3(1) / SA 150 µM 1.77838 0.105 1693.69067 0.16937 
SA4(1) / SA 200 µM 1.21189 0.106 1143.28828 0.11433 
MJ1(1) / MJ 50 µM 1.90231 0.107 1777.85755 0.17779 
MJ2(1) / MJ 100 µM 2.32085 0.103 2253.24832 0.22532 
MJ3(1) / MJ 150 µM 2.36177 0.105 2249.30725 0.22493 










Lampiran Gambar 10.1 Sertifikat Bebas Plagiasi 
